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ABREVIATURAS
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COX-2 ciclooxigenase 2

D dia do ciclo estral

DAG diacilglicerol

DNA acido desoxirribonucléico
DTT Ditiotreitol

E> estradiol

EDTA acido etilenodiamino tetra-acético
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ERa receptor de estrégeno alfa

ERDb receptor de estrogeno beta
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ET-1 endotelina 1
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GDPpBS guanosina-5’-O-(2-tiodifosfato)
GnRH hormonio liberador de gonadotrofinas
GTP trifosfato de guanosina

A inseminacgao artificial

IP3 inositol trifosfato

kDa quilodaltons

LH horménio luteinizante

M molar

mA miliampere

mg miligrama

MgCl; cloreto de magnésio

MHz megahertz

mL mililitro

mM milimolar
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n namero de elementos

nm nandmetros

NacCl cloreto de sodio
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ESTUDO COMPARATIVO DA COMPOSICAO PROTEICA DE EXPLANTES
ENDOMETRIAIS DE FEMEAS BOVINAS TRATADAS OU NAO COM 17p-
ESTRADIOL NO 17° DIA DO CICLO ESTRAL

RESUMO - Em fémeas bovinas, a liberacdo de prostaglandina Fza (PGF2a)
pode ser induzida in vivo pelo estradiol (E2), entretanto, o papel do E; na
sintese de PGF,, ainda nao foi esclarecido. Considerando que as
concentragfes plasmaticas de PGF,, aumentam 3,5 horas apés a aplicacdo de
E, in vivo, acredita-se que o E, ative ndo somente enzimas, mas também
estimule a sintese de proteinas essenciais para a producdo de PGF,,, como a
PKC e PLA2. O presente estudo objetivou avaliar o efeito do Ez no incremento
da concentracdo das proteinas totais no endométrio e na modificagcdo da
composicdo protéica de explantes endometriais de fémeas bovinas tratadas
com E; no 17° dia do ciclo estral. A hipotese € que a administracdo de E, em
fémeas bovinas no 17° dia do ciclo estral incrementa a concentracao de
proteinas no endométrio e modifica a composicdo protéica nos explantes
endometriais. Para tanto, fémeas bovinas mesticas (Bos taurus taurus vs Bos
taurus indicus) foram tratadas no 17° dia do ciclo estral, via intravenosa, com
Omg (Grupo Controle; n=6) ou 3mg de E, (Grupo E,; n=6) e abatidas duas
horas apoés o tratamento. Explantes endometriais foram isolados e submetidos
a extracdo de proteinas totais. As amostras de proteinas, referentes aos
explantes de cada animal, foram avaliadas por eletroforese unidimensional em
gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE e coradas com Coomasie Blue ou Nitrato
de Prata. A concentracdo de proteinas totais ndo diferiu entre os grupos
(p=0,1158) e foi de 6296,10 + 439,90ug/mL para o Grupo Controle e de
8426,56 + 1156,00ug/mL para o Grupo E,. Nos géis corados com Coomasie
Blue foram identificadas 18 bandas protéicas e ndo foi observada diferenca
significativa (p>0,05) no perfil protéico dos explantes endometriais. Na
coloracdo com Nitrato de Prata, foram identificadas 12 bandas protéicas e
verificou-se no Grupo E; maior porcentagem relativa das bandas referentes ao

peso molecular de 75 a 76kDa (8,40% vs. 4,89%; no Grupo E, e Controle



respectivamente; p<0,05) e 108 a 110kDa (6,85% vs. 3,84%; no Grupo E; e
Controle respectivamente; p<0,05). Observou-se no Grupo E; menor
porcentagem relativa da banda referente ao peso molecular de 90kDa (5,78%
vs. 9,83%; no Grupo E; e Controle respectivamente; p<0,05). Conclui-se que a
administracdo de E; ndo incrementa a concentragcdo de proteinas no
endométrio, entretanto, altera a composicdo protéica nos explantes

endometriais.

Palavras-chave: Bovino, Estradiol, Lutedlise, Prostaglandina F;.



COMPARATIVE ESTUDIES IN PROTEIN COMPOSITION OF
ENDOMETRIUM EXPLANTS IN COWS TREATED WITH ESTRADIOL 1703 AT
THE 17" DAY OF ESTROUS CYCLE

SUMMARY - In cows the release of prostaglandin F,, (PGF,,) can be induced
in vivo by estradiol (E;), however, the role of E; in the synthesis of PGF,, has
not yet been clarified. Considering that plasma concentrations of PGFy,
increased 3.5 hours after application of E; in vivo, it is believed that E; not only
active enzymes, but also stimulates the synthesis of essential proteins for the
production of PGF,,, as PKC and PLA2 . This study aimed to evaluate the
effect of E; in increasing the concentration of total protein in the endometrium
and changes in protein composition of endometrial explants from cows treated
with E at the 17" day of estrous cycle. The hypothesis is that the administration
of E, in cows on the 17th day of the estrous cycle increases the concentration
of protein in the endometrium and changes the composition of protein in
endometrial explants. Therefore, days of the estrous cycle, crossbred cows
were treated at 17" day of estrous cycle intravenously with 0 mg (Control
Group; n = 6) or 3 mg of E, (E, Group; n = 6) and killed two hours after
treatment. Endometrial explants were isolated and subjected to extraction of
total protein. Samples of proteins related to the explants from each animal were
analyzed by one-dimensional electrophoresis on polyacrylamide gel 10% SDS-
PAGE and stained with Coomasie Blue or silver nitrate. The concentration of
total protein did not differ between groups (p = 0.1158) and was 6296.10 +
439.90ug/mL for the Control Group and of 8426.56 + 1156.00ug/mL for E,
Group. In gels stained with Coomasie Blue were identified 18 protein bands and
there was no significant difference (p>0.05) in the protein profile of endometrial
explants. Staining with Silver Nitrate, was identified 12 protein bands and was
found in E; Group greater relative percentage of the bands for the molecular
weight of 75 to 76kDa (8.40% vs. 4.89% in E, Group and Control respectively; p
<0.05) and 108 to 110Kda (6.85% vs. 3.84% in E, Group and Control

respectively, p <0.05). Observed in E; Group lower percentage on the band on



the molecular weight of 90kDa (5.78% vs. 9.83% in E, Group and control
respectively; p<0.05). It is concluded that the administration of E; does not
develop the protein concentration in the endometrium, however, modifies the

proteinic composition in the endometrial explantes.

Keywords: Cattle, Estradiol, Luteolysis, Prostaglandin F,.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Apesar das turbuléncias econdmicas que afligem os EUA e ameacam
transformar-se em crise de propor¢g6es mundiais, o continente asiético e outros
paises emergentes, com destaque para a RUssia, continuam a apresentar
elevadas taxas de crescimento. Nos ultimos anos, a economia da China
registrou as maiores taxas de crescimento anual, enquanto a da india, Coréia
do Sul e outros paises asiaticos vém se desenvolvendo ao ritmo de 6% ao ano,
mantendo elevados saldos positivos em suas balangas comerciais.

A consequéncia imediata do desenvolvimento econdmico, que envolve
aproximadamente trés bilhdes de pessoas, quase metade da populagédo do
planeta, é a melhoria do padrdao de vida do continente asiatico, que até
recentemente enfrentava privagdes de toda ordem. A elevacao do padrdo de
vida comega pela melhoria da dieta alimentar, especialmente o aumento de
consumo de proteinas de origem animal. De fato, o enriquecimento das nacfes
asiaticas determinou um explosivo aumento no consumo de commodities,
especialmente graos, carnes e minérios.

As nacdes da Europa Oriental incorporadas a Unidao Européia, por
razbes diversas e ndao menos importantes, também demonstram sinais
consistentes de recuperagdo econdmica e aumento no consumo de proteinas
de origem animal. Além disso, o Oriente Médio, tradicional importador de carne
bovina européia, por receio da “Encefalopatia Espongiforme Bovina” mais
conhecida como “Doenca da Vaca Louca”, passou a importar o produto
preferencialmente dos paises do Cone Sul.

Nos ultimos anos, a associacdo destes fatores favoreceu a demanda
internacional de carne bovina, que tem registrado um crescimento anual de 300

mil a 400 mil toneladas, ritmo que devera ser mantido nos proximos 10 anos.
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Desta forma, foi gerada a expectativa de evolucao de 7,7 milhdes de toneladas
de carne bovina negociadas em 2007 para aproximadamente 10 milhdes em
2017 (ANUALPEC, 2009).

Em 2008, o rebanho bovino brasileiro foi estimado em 170.670.000
animais, sendo 79% dos animais destinados a producédo de carne. O Brasil
possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo e desde 2004 ocupa a
posicdo de lider mundial nas exportagcbes de carne bovina. Em 2008, a
producdo nacional de carne bovina foi de 9.325.000 toneladas, sendo
2.140.000 destinadas a exportacdo (ANUALPEC, 2008).

Assim como a pecudria, a agricultura também contribuiu de maneira
efetiva no PIB e na balanca comercial brasileira no ano de 2008. O setor sucro-
alcooleiro, aquecido pela agroenergia, tem encontrado uma grande
oportunidade no mercado internacional com a busca por combustiveis
renovaveis. Este cenario aumenta a competitividade dentro do préprio setor
agropecuério, exigindo que a pecudria bovina de corte aumente sua
produtividade e lucratividade para permanecer economicamente viavel.

Embora detentor do maior rebanho comercial do mundo, o Brasil ocupa
a quarta posicao na producao de toneladas de equivalente carcaca, sendo
precedido pelos EUA, Unido Européia e China, respectivamente. Apesar da
pecuaria nacional ter demonstrado evolugdo nos aspectos tecnoldgicos, tais
estimativas indicam uma eficiéncia na producdo pecuaria aquém da
necessaria.

Na criacdo de bovinos a produtividade esta diretamente relacionada a
eficiéncia reprodutiva das fémeas, que devem apresentar um adequado
intervalo entre partos, ao redor de 12 meses, gerando a produgcdo de 1
bezerro/matriz/ano. Em 2007, o rebanho nacional era composto por 68.809.867
matrizes, destas 55.639.882 eram vacas e 13.169.985 novilhas com mais de 24
meses. No ano seguinte, o Brasil produziu 44.110.000 bezerros (ANUALPEC,
2009). Quando se estabelece uma relacdo entre o numero de matrizes em
idade reprodutiva e o numero de bezerros nascidos, estima-se uma producao

nacional média de 0,64 bezerro/matriz/ano. Além de tal estimativa, deve-se
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salientar que no Brasil, nos ultimos seis anos, houve uma grande agregacao ao
valor do bezerro ao desmame, que passou de um preco de US$18,8
dolares/cabeca em 2003 para US$47,3 em 2008, aumento estimado em 251%
(ANUALPEC, 2009). Desta forma, conclui-se que a baixa eficiéncia na
producdo de bezerros nascidos reduz a lucratividade e a competitividade do
setor pecuario.

Em propriedades especializadas na producdo de novilhos para o abate,
as baixas taxas de natalidade e as altas taxas de mortalidade dos bezerros
certamente representam o0s principais fatores na composi¢cdo dos custos. No
Brasil, infelizmente, séo registradas baixas taxas de natalidade e altas taxas de
mortalidade que, associadas, caracterizam longos intervalos entre partos, em
média 18 meses. A eficiéncia reprodutiva € o fator que, isoladamente, mais
afeta a produtividade e a lucratividade de um rebanho.

Sabe-se que fémeas bovinas zebuinas possuem uma gestacdo de
aproximadamente 290 dias e que ap0s 0 parto as matrizes passam por um
estado fisiol6gico, com duracdo de aproximadamente 45 dias, conhecido como
anestro pos-parto. Tal periodo permite a reestruturagdo do aparelho reprodutor
assim como o restabelecimento dos mecanismos enddcrinos responsaveis pela
ciclicidade das fémeas, tendo seu final determinado pela primeira ovulagéo
fértil (YAVAS; WALTON, 2000). Com a duracdo média de um ciclo estral de 21
dias, adicionado ao periodo de anestro pos-parto e ao da gestacao, torna-se
um grande desafio obter um intervalo entre partos de 365 dias.

A mortalidade embrionaria em rebanhos bovinos € uma das maiores
causas de falhas reprodutivas, conforme revisado por Santos et al. (2004) e
Sartori et al. (2004). Nos primeiros sete dias pés-inseminacao tal mortalidade
esta associada a falhas de fertilizacdo, defeitos genéticos e anormalidades no
desenvolvimento embrionario até o estagio de blastocisto. Neste periodo a
mortalidade normalmente € inferior a 10%, entretanto, em vacas de leite sob
estresse calorico, tal mortalidade pode ultrapassar 40% (SARTORI et al. 2002;
2004).
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Estudos realizados na década de 70 permitiram a observacao de que em
bovinos os principais desafios biol6gicos para o estabelecimento da prenhez
ocorrem no periodo especialmente compreendido entre os dias 15 e 19 apés a
fecundacdo, posteriormente, designado de “periodo critico” (BINELLI et al.
2000).

O ciclo estral de fémeas bovinas é mediado por um conjunto de
mecanismos neuroendocrinos. A ocorréncia da lutedlise, entre os dias 15 e 19
do ciclo estral é de fundamental importancia para determinar o fim da fase
progestacional, o desenvolvimento de um foliculo ovulatério e o estro. Em
fémeas bovinas um “periodo critico” é determinado quando o estado fisioldgico
reprodutivo da fémea deve ser definido para a manutencdo do corpo luteo e da
prenhez ou para o desencadeamento da lutedlise e do estro. Segundo Godkin
et al. (2008) durante este periodo, na ocorréncia de uma prenhez, o concepto
(embrido e membranas associadas) deve tornar-se capaz de enviar sinais anti-
luteoliticos apropriados ao endométrio e este responder a tais sinais, inibindo a
sintese de prostaglandina F.a (PGF2a). Fregiientemente, tal evento fisiologico
ndo é bem sucedido, resultando na ocorréncia da lutedlise, na mortalidade
embrionaria e em perdas representativas na pecuaria.

A mortalidade embrionéria associada a falha na manutencdo do corpo
[iteo aumenta os intervalos entre partos (HANK, 1979). Diskin e Sreenan
(1980) relataram que falhas de fertilizacdo até o 8° dia pds-inseminagdo séo
responsaveis por 10% dos casos de fracasso reprodutivo, enquanto as mortes
embrionérias entre os dias 8 e 16 pds-inseminagdo contribuem com mais de
30% dos referidos casos. Isso justifica relatos de taxas de nascimento apGs
Gnica inseminacdo de 50 a 55% para novilhas (ROCHE et al., 1977;
SREENAN; MULVEHILL, 1975), de 52% a 57% para vacas selecionadas para
a producéo leiteira (MAWHINNEY; ROCHE, 1978) e de 53% para vacas
especializadas na producéo de carne (ROCHE et al., 1977).

Em fémeas bovinas, € de amplo conhecimento que a PGF,, é o
principal agente luteolitico e tem como funcdo promover a lutedlise
(CARAMBULA et al., 2002; MEIDAN et al.,, 1999). Sabe-se ainda que a
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estimulacdo da sintese de PGF,, envolve fatores endocrinos como o estradiol
(E2), a ocitocina (OT), a progesterona (P4) e o hormoénio luteinizante (LH). O
papel do E; neste contexto foi pouco estudado. Contudo, sabe-se que durante
o periodo critico a supresséo do E,, por meio da irradiacdo ou cauterizagdo de
foliculos retarda a lutedlise (HUGHES et al., 1987). Além disso, vacas prenhes
apresentam diminuicdo do E; circulante (PRITCHARD et al., 1994),
provavelmente em funcdo de uma reducdo no desenvolvimento folicular e na
producdo de E, pelo foliculo (Thatcher et al., 1991). Em contrapartida, a
administracdo de E, em vacas ciclicas estimula a lutedlise e promove o estro
(THATCHER et al., 1986) e quando aplicado em vacas no 18° dia da prenhez
estimula apenas de maneira modesta a produgéo de PGF,, (THATCHER et al.,
1991). Sugere-se que, possivelmente a presenca do embrido atenua os efeitos
do E,. Diante destas informacgfes fica claro que o E, desempenha um papel
crucial na lutedlise, entretanto, os mecanismos pelos quais o E, desempenha
tal fungao ainda permanecem desconhecidos.

A sintese de PGF,, no endométrio de fémeas bovinas resulta de uma
complexa cascata de eventos intracelulares que ocorrem de maneira altamente
coordenada. Tais eventos envolvem a ativacao seqiencial de varias proteinas
como a proteina acopladora do GTP, a fosfolipase C (PLC), a proteina quinase-
C (PKC), a fosfolipase A; (PLA;) e a ciclooxigenase 2 (COX-2). Cunha (2004)
sugeriu que a producdo de PGF,, in vitro ndo é resultado unicamente da
ativacao de enzimas, mas da dependéncia de eventos complexos responsaveis
pela expresséo de proteinas celulares. Segundo o modelo hipotético proposto
por Bertan (2004), o E; estimula a sintese das proteinas PKC e PLA2, ambas
dependentes de calcio e envolvidas na cascata geradora de PGF,.

A melhor compreensdo dos mecanismos fisioldgicos pelos quais o0 E;
estimula a sintese de PGF,, podera contribuir para a elaboracdo de estratégias
anti-luteoliticas que favorecam a reducdo da mortalidade embrionaria
ocasionada durante o periodo critico compreendido entre o 15° e o 19° dia de
gestacéo, favorecendo a eficiéncia reprodutiva.
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2. HIPOTESE

A administragdo de E,; em fémeas bovinas no 17° dia do ciclo estral
incrementa a concentracdo de proteinas no endomeétrio e modifica a

composicao protéica nos explantes endometriais.
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3. OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do estradiol no incremento da concentragéo de proteinas
totais no endométrio e na modificacdo da composicdo proteica nos explantes
endometriais de fémeas bovinas tratadas com E, no 17° dia do ciclo estral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A) Comparar a quantidade total de proteinas extraidas de explantes
endometriais de fémeas bovinas tratadas ou ndao com 17b-estradiol no 17° dia
do ciclo estral;

B) Estabelecer uma andlise da composicdo protéica de explantes
endometriais obtidos de fémeas bovinas tratadas ou ndo com 17b-estradiol no
17° dia do ciclo estral, por meio do emprego da técnica de eletroforese
unidimensional;

C) Comparar a eficiéncia dos corantes Coomasie Blue e Nitrato de Prata
na identificagdo do perfil protéico de explantes endometriais submetidos a

eletroforese unidimensional.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 MECANISMOS ENDOCRINOS E MOLECULARES PELOS QUAIS A
PGF2s ENDOMETRIAL ATUA NA LUTEOLISE

O ciclo estral das fémeas bovinas é mediado por um conjunto de
mecanismos neuroenddcrinos. A regressao funcional e estrutural do corpo
liteo (CL), evento denominado de Iutedlise, representa um destes
mecanismos. Tal evento fisiolégico possibilita o crescimento final do foliculo
dominante, a manifestacdo dos sinais fisicos e psiquicos de estro e a ovulacao,
possibilitando & fémea bovina uma nova oportunidade de acasalamento. A
prostaglandina F,, (PGF.,) é considerada o principal fator luteolitico em
bovinos. Desta forma, durante o periodo critico do ciclo estral, compreendido
entre o 15° e 19° dias, a sintese de PGF,, precisa ser inibida para prevenir a
lutedlise e garantir a manutencédo da prenhez (THATCHER et al., 1986).

A lutedlise é desencadeada pela ocorréncia de cinco a oitos pulsos de
PGF,,, liberados pelo endométrio durante um periodo de 2 a 3 dias,
compreendido entre o 15° e 19° dias do ciclo estral (FREDRICKSON et al.,
1984; KINDHAL et al., 1976; NANCARROW et al., 1973; THORBURN et al.,
1973). A natureza pulsatil da producéo de PGF,, endometrial € imprescindivel
para a ocorréncia da lutedlise (DANET-DESNOYERS et al., 1995; OKUDA et
al., 2002).

Em ruminantes, aproximadamente 98% da PGF,, produzida pelo Gtero é
metabolizada em 13, 14-diidro-15-ceto-prostaglandina F,, (PGFM) na primeira
passagem pelos pulmdes. Dessa forma, a producédo de PGF,, € mensurada in
vivo por meio do seu principal metabdlito, a PGFM, que possui meia vida na
circulacdo periférica de aproximadamente 8 minutos (PIPER et al., 1970). A
concentracdo basal de PGFM em vacas durante a fase luteinica apresenta
variacdes em torno de 10 a 100 pg/mL. No momento da lutedlise, a PGFM é

produzida em picos com duragao de 2 a 5 horas, em intervalos que variam de 2
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a 30 horas, com concentragfes plasmaticas de 150 a 500 pg/mL (BASU;
KINDAHL, 1987; KOTWICA et al., 1998).

Durante a lutedlise funcional, ocorre uma inibicdo aguda da liberacéo de
progesterona (P,4) pelo corpo luteo (GORAVANAHALLY et al., 2007). A faléncia
da sintese de P, é determinada pela interacdo entre PGF,, e receptores
localizados nas células luteais esteroidogénicas (ANDERSON et al., 2001;
CHEN et al., 1998; MAMLUCK et al., 1998; OLSON et al., 2001; SCHAMS;
BERISHA, 2004).

Em fémeas bovinas foi observado que o numero de receptores para
PGF,, no CL aumenta ao longo da fase luteinica. Em tal espécie, o RNAm para
os receptores de PGF,, foi identificado nas células luteais pequenas (CLP),
células luteais grandes (CLG) e células endoteliais que constituem o0s vasos
sanguineos que integram o CL (MAMLUCK et al. 1998). Em ovinos, as CLP
apresentam receptores com baixa afinidade para a PGF,, enquanto as CLG
possuem receptores de alta e baixa afinidade pela PGF,; (JUENGEL et al.,
1995a, 1995b).

Membranas das células luteais apresentam receptores especificos em
sua superficie, a PGF2, ao se ligar nestes receptores, estimula a proteina
quinase C (PKC). A PKC atua na diminuicdo da capacitacdo e o transporte de
colesterol para o citoplasma e mitocondria, mediando desta forma a acdo anti-
esteroidogénica da PGF,; nas CLG (ZAMBETTI; LEVINE, 1993). A PKC
também atua promovendo a faléncia da produgdo de P, pelo CL e
determinando uma “dowregulation” nos receptores de LH nas CLP
(NISWENDER, 2002). Possivelmente a PKC atue aumentando a expressao e
ativacdo das proteinas envolvidas no processo de morte celular
(SCHWARTZMAN; CIDLOWSKI, 1993).

A PGF,, também estimula a sintese de RNAm e secrecdo de endotelina
1 (ET-1) nas células endoteliais que constituem o sistema vascular do CL. A
ET-1 possui uma grande capacidade vasoconstritora. Essa caracteristica &
mais evidente entre os dias 17 e 21 do ciclo estral, sendo cerca de 30 vezes
maior que nos dias 5 e 6 do ciclo estral em fémeas bovinas (GIRSH et al.,
1996a, 1996b).
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MEIDAN e colaboradores em 1999, descreveram um modelo de agéo da
PGF,,. Neste modelo, a PGF,, se liga a receptores localizados nas CLG
determinando drastica reducdo na producdo de P4, aumento na secre¢do de
ocitocina (OT) e aumento da expressao de ET -1. Ao se ligar nos receptores
presentes nas células endoteliais, a PGF,,; estimula a sintese de ET-1. A
PGF2, juntamente com a ET-1 promove uma vasoconstricdo nos vasos que
irrigam o CL promovendo consequente a hipoxia de tal tecido. Tal evento
potencializa a secre¢do de ET-1, promovendo a morte das células vasculares e
esteroidogénicas. Esse processo € acompanhado por um influxo de mondcitos,
macroéfagos e pela secrecao local de citocinas inflamatorias, dentre elas o fator
de necrose tumoral alfa (TNF,). O efeito estimulatério da PGF,,; nos receptores
das células endoteliais promove o recrutamento e a migracdo de monacitos
para o CL. Esta migracdo também € induzida pela proteina monoquimioatrativa
tipo 1 (MCP-1). A migracdo e a maturacdo dos macréfagos sdo acompanhadas
pela ativacdo do TNF, que ligado ao seu receptor especifico presente em
algumas células do CL desencadeia nessas células a apoptose. O processo de
apoptose no CL caracteriza-se inicialmente por fragmentacdo nuclear,
degeneracdo da cromatina, diminuicdo da célula e fragmentacdo de
membranas, que séo posteriormente fagocitadas por macrofagos.

Considerando que em ruminantes aproximadamente 98% da PGFz,
produzida pelo Utero é metabolizada em PGFM na primeira passagem pelos
pulmbes, em fémeas bovinas e ovinas, uma interessante particularidade
anatdbmica foi desenvolvida para que a PGF,, pudesse alcancar o CL antes da
sua metabolizagdo. Nestas espécies a artéria ovariana fica enovelada a
superficie da veia Utero-ovariana que transversalmente é extremamente
tortuosa, favorecendo o transporte de moléculas da veia Utero ovariana para a
artéria ovariana. Sendo assim, a PGF,, produzida no corno uterino passa por
meio de da veia Utero ovariana para a artéria ovariana chegando ao CL
ipsolateral ao corno uterino secretor de PGF,, evitando sua passagem pela
circulacdo periférica e impedindo a metabolizagdo pelos pulmdes (HIXON;
HANSEL, 1974; PIPER et al., 1970).
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Em fémeas bovinas foi reportada a existéncia de uma proteina
transportadora de PGF,, (PGT). Tal proteina atua mediando o transporte da
PGF2, pelas vias vasculares do utero para o ovario. O RNAm para a PGT foi
expresso no endométrio, miométrio e plexo Gtero-ovario durante o ciclo estral.
No endométrio o grau de expressdo do RNAm para a PGT foi baixo entre os
dias 1 e 9, moderado entre os dias 10 a 15 e 19 a 21 e maximo entre os dias
16 e 18 do ciclo estral, periodo que coincide com a lutedlise (BANU et al.,
2003). Embora o desenvolvimento dos mecanismos luteoliticos endometriais
seja regulado por um conjunto de eventos enddcrinos e moleculares, o
transporte de PGF,, desempenha um papel fundamental no controle basal e

pulsétil da liberacdo de PGF,, no epitélio endometrial (BANU et al., 2008).

4.2 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA SINTESE DE PGF2a ENDOMETRIAL

A sintese de PGF,, no endométrio de fémeas bovinas resulta de uma
complexa cascata de eventos intracelulares que ocorrem de maneira altamente
coordenada. Os substratos para a producdo de prostaglandinas sdo os
fosfolipideos araquidonilados, como a plasmenilcolina, fosfatidilcolina e
alquilacil glicerolfosfarilcolina (DIAZ et al., 2002; WILTBANK; OTTOBRE, 2003).

O modelo celular da biosintese de PGF,, a partir do acido araquidbnico
(AA) foi descrito por Burns et al. (1997). Neste modelo, em células epiteliais
endometriais a OT se liga ao seu receptor, e este associado a proteina G ativa
a enzima fosfolipase C (PLC). A PLC ao ser ativado cliva o fosfatidilinositol
bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 se liga a
receptores especificos no reticulo endoplasmatico, promovendo a liberacao de
calcio do interior do reticulo endoplasmatico para o citosol. O DAG ativa uma
serina/treonina da proteina quinase C (PKC). A PKC com peso molecular de
80kDa, pertence a uma familia de enzimas que esta envolvida no controle da
funcd@o de outras proteinas, por meio da fosforilagdo dos grupos hidroxilo dos
residuos de aminoacidos serina e treonina destas proteinas. As enzimas PKC
desempenham um papel importante no sinal de “traducéo” de vérias cascatas,

também dependentes de célcio para sua ativacdo (ALBERTS et al., 1997; SEN
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et al., 2005). Nas células endometriais, a PKC uma vez ativada, fosforila a
fosfolipase A2 (PLA2). O aumento da concentracdo de célcio no citosol,
induzido pelo IP; age estimulando a atividade da PLA2, enzima célcio-
dependente (CLARK et al., 1991). A PLA2 é uma enzima de 85kDa que cliva
preferencialmente na posicdo Sn-2 da fosfatidilcolina liberando &cido
araquidénico (AA) (GIJON; LESLIE, 1999). No endométrio bovino foram
identificadas a PLA2 do grupo IV (PLA2G4A e PLA2G4C) e do grupo VI
(PLA2G®6). A forma inativa da PLA2c € localizada no citosol, no entanto, uma
vez fosforilada na presenca de Ca?*, a PLA2c torna-se ativada, se transferindo
do citosol para a membrana e o reticulo endoplasmatico para mobilizar AA
(BURNS et al.; 2000).

A hidrélise do AA da membrana fosfolipidica pela PLA2 é fundamental
na sintese de PGF,, (COYNE et al., 2008). A seguir, o AA livre é convertido a
prostaglandina H, (PGH;) pela enzima cicloxigenase 2 (COX-2). H& duas
isoformas de cicloxigenase (COX) que catalisam a conversdo do AA para
PGH,, a COX-1 e a COX-2. A COX-1 é expressa constitutivamente na maioria
dos tecidos (BALAGUER et al., 2005; COHN et al., 1997), enquanto a COX-2 é
expressa apenas em alguns tecidos do organismo (SIMON, 1999). A PGH, por
acdo da enzima prostaglandina endoperoxidase H sintase (PGHS) € convertida
em PGF,, (BALAGUER et al., 2005).

A prostaglandina € determinada de maneira especifica em razao do tipo
de célula. A sintese das prostaglandinas especificas como a PGE;, PGF;,,
PGD,, PGI, é catalisada pela PGE sintase, PGF sintase, PGD sintase e PGl
sintase, respectivamente (BANU et al., 2008; SMITH, 1992). A sintese de
PGF2, ndo acontece somente pela reducdo da PGH; por meio da enzima PGF;
sintase, mas também pela reducdo da PGE; pela enzima 9-ceto-redutase
(DANET-DESNOYERS et al., 1994), que de forma reversivel, converte PGE,
em PGF,, controlando o metabolismo de prostaglandinas (COYNE et al.,
2008).

4.3 MECANISMOS ENVOLVIDOS NA LIBERACAO DE PGF,, PELAS
CELULAS ENDOMETRIAIS
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A PGF,, assim como as outras prostaglandinas ndo é armazenada nas
células, e sim liberada imediatamente apds sua sintese (OKUDA et al., 2002).
A PGF,, é produzida principalmente pelas células epiteliais da regido
intercaruncular do endométrio (KIM; FORTIER, 1995) que liberam a PGF,, por
meio de da sua superficie basal (ASSELIN et al., 1996).

Armstrong e Hansel (1959) foram os primeiros a relatar sobre a
participacdo da OT no controle da lutedlise em fémeas bovinas. Em ovinos, um
mecanismo de “feedback” positivo estimulado pela OT parece promover a
liberacdo pulsétil de PGF,, pelo endométrio (McCRACKEN et al., 1984). A OT
proveniente da neurohipofise estimula a producédo de PGF,, endometrial e esta
por sua vez, estimula a liberacdo de OT pelo CL, que atua estimulando ainda
mais a liberacdo de PGF,, endometrial, caracterizando um sistema de
retroalimentagdo positiva. Neste modelo, a lutedlise tem inicio devido ao
aumento do numero de receptores para OT no endométrio. Até recentemente
este mecanismo de desencadeamento da lutedlise também era aceito para
bovinos. Porém, em estudos utilizando o CAP-527 (um antagonista para
receptor de OT), antes e durante o periodo da lutedlise, a duragdo da fase
luteinica e do ciclo estral ndo foi alterada em bovinos e suinos (KOTWICA et
al., 1997, 1999). Esses resultados evidenciam que a OT desempenharia um
papel facilitador e ndo essencial no desencadeamento da lutedlise. Acredita-se
gue a OT atue modulando a amplitude dos pulsos de PGF,, durante a lutedlise
em bovinos (OKUDA et al., 2002). Visto que a OT nédo é imprescindivel para a
ocorréncia da lutedlise, muitos pesquisadores vém focalizando o E, como

principal indutor da lutedlise em bovinos.

4.4 PARTICIPACAO DO ESTRADIOL NA SINTESE DE PGF2a

Em alguns estudos in vivo verificou-se que o E, é capaz de estimular a
expressao dos receptores endometriais de OT (BEARD; LAMMING, 1994;
HIXON; FLINT, 1987; SPENCER et al., 1995). Foi proposto que o estradiol

produzido nos foliculos ovarianos interage com os receptores de estradiol do
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tipo alfa (ER,) no endométrio e ocasiona o aumento da expressao génica dos
receptores de ocitocina nas células endometriais, determinante para conduzir a
liberacdo pulsétil de PGF,, (BALAGUER et al., 2005).

A administracdo de E, no 15° dia do ciclo estral promove a lutedlise em
bovinos (GENGENBACH et al., 1977; HANSEL et al. 1973). De fato, a
administracdo de E; em novilhas no 13° dia do ciclo, promoveu a lutedlise e o
aumento nas concentracdes de PGFM (WOCLAWEK-POTOCKA et al., 2006).
O E; enddgeno ou exdégeno é capaz de induzir a producdo de PGF,, e
promover uma diminuicdo nas concentracdes de P, circulante em razao da
regresséo do CL (AULETTA; FLINT, 1988). Em contrapartida, a extirpacéo de
foliculos ovarianos por irradiagdo ou cauterizacdo, procedimentos que
ocasionam uma supressao temporaria do E; circulante retarda a lutedlise em
bovinos (HUGHES et al., 1987; KARSH et al., 1970; VILLA-GODOQOY et al.,
1981). SALFEN e colaboradores (1999) evidenciaram um atraso na lutedlise
em vacas cujo desenvolvimento da segunda onda folicular foi inibido. Neste
estudo, a remocao de E; resultou no prolongamento do ciclo estral e na
auséncia da lutedlise.

Vacas prenhes apresentam diminuicdo do E; circulante (PRINTCHARD
et al., 1994), provavelmente em funcdo de uma reducdo no desenvolvimento
folicular e na producdo de E; pelo foliculo (THATCHER et al., 1991). Em
contrapartida, a administracdo de E, em vacas ciclicas estimula a lutedlise e
promove o estro. A partir dos dados reportados na literatura, admite-se que o
E, assume um papel fundamental na lutedlise, entretanto, os mecanismos
envolvidos ainda n&do foram elucidados.

Em experimentos in vivo, verificou-se que a concentracdo sérica de
PGFM (metabdlito da PGF,,) aumentou 15 minutos apés a injecdo de OT e
somente 3,5 horas apos a injecao de E; (CASTRO E PAULA, 2003). Sugere-se
por tais evidéncias, que o E; estimularia a sintese de proteinas envolvidas na
cascata geradora de PGF,,, enquanto a OT ativaria enzimas presentes no
meio intracelular. CUNHA (2004) sugeriu que a producdo de PGFy, in vitro

parece ndo ser resultado unicamente da ativagcdo de enzimas, mas da
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dependéncia de eventos complexos responsaveis pela expressao de proteinas
celulares.

Os receptores de estréogeno (ER), subtipos ERa e ERPB foram
identificados em células endometriais bovinas (ROSENFELD et al., 1998). De
acordo com Razandi et al. (1999), a maior acdo dos hormdnios esterdides
ocorre pela ativacéo dos ER nucleares que ocasionam efeitos na transcricéo de
genes especificos. Tais autores também verificaram que os ER de membrana
nas células de ovario de hamster ativaram proteina G e ERK1/2. Acconcia e
Marino (2003) verificaram um sinergismo entre as a¢cdes moleculares genémica
e ndo gendmica do E; induzindo a transcricdo de genes, sendo a ativagédo da
via ERK1/2 a responsavel pela fosforilagdo da PLA2c, essencial para o E;
induzir a atividade por ambas as vias.

Schwartz et al. (2002) também identificaram efeitos sinérgicos entre as
acOes gendmica e ndo gendmica do E; sobre o crescimento de condrécitos de
ratas. Esses autores observaram que o E, exerceu efeitos diretos sobre a
membrana dos condrdcitos, causando um rapido aumento na atividade da
PKC. No mesmo estudo, o tamoxifen inibiu de forma dose-dependente a PKC
induzida pelo E; e pelo E>-BSA (estradiol associado a albumina sérica bovina),
o qual ndo é capaz de atravessar a membrana celular, sugerindo que o E; atue
sobre a membrana. Ao testarem um antagonista de ER (IClI 182780) e um
agonista de ER (dietilestilbestrol), nenhum deles afetou a resposta da PKC
estimulada pelo E; ou pelo E,-BSA nos condrécitos.

Boyan et al. (2003) observaram que o E, e o E»-BSA induziram
rapidamente a PKCa tanto em células tumorais humanas positivas quanto
negativas para a presenca de ER, via PLC-dependente de fosfatidilinositol e
proteina G (comprovado pela inibicdo especifica com GDPAS), mas néao
dependente de PLA2 ou AA. Neste estudo, o tamoxifen também bloqueou a
PKC-dependente de E;, diferentemente do ICI 182780 que apenas reduziu a
sintese de DNA. Os resultados sugeriram que o E; aumenta a atividade da
PKC por uma via envolvendo a membrana celular, e que o tamoxifen reduz a

atividade da PKC por meio de mecanismos ndo dependentes de ERa e ERD.
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O dominio C2 da regido regulatoria da PKC é o sitio de ligagdo para o
calcio. A PLA2c também apresenta um dominio de ligacdo para o célcio
Nalefski et al. (1994) e na presenca deste, liga-se a membrana plasmatica
(CLARK et al., 1991). A PKC ativa a PLA2 em muitas células, e o aumento da
atividade da PLA2 foi associado ao aumento da sintese de PGF,, (BURNS et
al. 1997; DANET-DESNOYERS et al., 1995). O aumento nas concentra¢gdes de
ERK1/2 fosforilada foi correlacionado com o aumento na quantidade de PLA2c
e mobilizagcdo de AA (BURNS et al.,, 2001). A PLA2-dependente de célcio
(PLA2G4A) exibe maior seletividade por lipideos contendo AA do que outras
PLA2c, por isso, essa enzima tem sido primariamente associada com a
geracéo direta de AA (TITHOF et al., 2007).

Evidenciou-se, em alguns estudos, que a melitina, um estimulador da
atividade da PLA2, promoveu a liberacdo de PGF,, no endométrio bovino;
enquanto que o &cido aristoloquico, um inibidor da atividade da PLA2, bloqueou
a liberacdo de PGF., induzida por OT, por melitina e por AIF*, um estimulador
inespecifico de proteina G, porém nao completamente. A partir dos efeitos da
melitina e do acido aristoloquico sugeriu-se que a PLA2 poderia mediar os
efeitos estimulatérios da OT sobre a secrecdo de PGF,, (BURNS et al., 1997).

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

Burlando et al. (2002) verificaram que o E; aumentou a concentracéo de
célcio livre no citosol em células sanguineas de mexilhdo, enquanto que a
presenca de um quelante de calcio preveniu a acdo do E, em ativar os
lisossomos dessas células. Do mesmo modo, o uso de um inibidor de cPLA2-
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dependente de calcio também preveniu quase completamente o efeito do E;
sobre os lisossomos. O uso de ionoforo de calcio A23187 (Cl) resultou em
efeitos similares sobre o calcio intracelular e lisossomos. A exposi¢cado ao E;
também ocasionou a translocagédo da PLA2c para a membrana celular.

Thomas et al. (2006) constataram que o E, aumentou a concentragcéo
intracelular de calcio rapidamente nas células MCF-7 humanas, e que esta
resposta foi abolida apds o uso de um inibidor de PLA2, a quinacrina, ou apos
um inibidor de COX-2, a indometacina. Por meio deste estudo, verificaram que
ocorreu translocacdo da PLA2c para a membrana celular ap6s o estimulo com
E,; além disso, a fosforilagdo e a translocacdo da PLA2c foram sensiveis a
inibicdo da ERK e ocorreram simultaneamente com a ativagdo da ERK. A
fosforilagdo da PLA2c pode ser estimulada pelo E»-BSA, no entanto, foi
blogueada pelo antagonista de ER.

O aumento da concentragdo de calcio intracelular em explantes
endometriais bovinos tratados com CI in vitro resultou em um aumento da
liberacdo de PGF,, (BURNS et al., 1998; DANET-DESNOYERS et al., 1995).

De acordo com Bertan (2004), o tratamento com E; in vivo, duas horas
antes das vacas serem abatidas no 17° dia do ciclo estral, associado a adi¢ao
de Cl in vitro em explantes endometriais provenientes desses animais,
exacerbou a sintese de PGF,, quando comparado ao grupo de vacas nao
tratadas com E; in vivo e em explantes nao tratados com Cl. O mesmo foi
observado em experimentos utilizando células endometriais bovinas (BEND)
expostas ao E; e Cl simultaneamente (BERTAN, 2004).

Binelli et al. (2000) observaram que o forbol éster (PDBu), um indutor de
PKC, estimulou a liberagdo de PGFy, pelas células BEND entre 3 e 12 horas de
incubacdo, enquanto que a expressdo das proteinas COX-2 e PLA2 foi
observada por 6 e 12 horas respectivamente. Guzeloglu et al. (2004)
identificaram as proteinas PKCa e PKCe com 3 e 6 horas de incubacdo no
citosol e na membrana celular de células BEND nédo estimuladas; além disso,
as células BEND estimuladas por PDBu produziram mais PGF,, do que o
grupo controle, enquanto que o uso de um inibidor de PKC aboliu a secrecéo
de PGF,, induzida pelo PDBuU.
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Embora a importancia do estradiol na lutedlise esteja comprovada, 0s
mecanismos pelo qual o E, desempenha tal funcdo ainda permanecem
desconhecidos. Segundo o modelo hipotético proposto por Bertan (2004),
possivelmente o estradiol estimule a sintese das proteinas PKC e PLA2, ambas
fundamentais para a sintese de PGF,,. Entretanto, ainda tornam-se
necessarios estudos complementares para que este modelo celular hipotético
seja comprovado.

O presente estudo objetivou avaliar o efeito do estradiol no incremento
da concentragdo das proteinas totais no endométrio e na modificagdo da
composicdo protéica nos explantes endometriais de fémeas bovinas tratadas
com E;, no 17° dia do ciclo estral. Para estabelecer tal analise comparativa foi
empregada a técnica de separacdo das proteinas por eletroforese

unidimensional.
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4.5 TECNICA DE ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL

As técnicas de eletroforese possibilitaram grandes avancos no
conhecimento das ciéncias da vida, proporcionando uma base Unica para 0s
avancos na bioquimica, biologia molecular, genética, engenharia genética e na
medicina (VESTERBERG, 1993).

A Eletroforese Unidimensional (1D-EF) de proteinas foi realizada pela
primeira vez em 1937 por Arne Tiselius, que idealizou um método denominado
eletroforese livre, o qual consistia na decomposicdo do soro sangiineo em
cinco fragBes protéicas principais, trabalho que lhe rendeu um prémio Nobel.
Nas ultimas décadas, essa técnica tem sofrido aperfeicoamentos constantes,
possibilitando analises mais precisas.

A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato
de sodio (SDS) é um método muito utilizado para a analise de massas
moleculares de proteinas oligoméricas. O gel é uma matriz constituida de um
polimero de acrilamida com ligagBes cruzadas de N-N-Metil-Bis-Acrilamida,
cuja porosidade é varidvel de acordo com a concentracdo de acrilamida.
Quanto maior a concentracao de acrilamida, menores serédo os poros da malha
formada (ROCHA et al., 2005).

Antes de iniciar a eletroforese, as variaveis forma e carga nativa das
proteinas devem ser eliminadas para que a separac¢do dependa apenas de sua
massa molecular. Para isso, as proteinas sao misturadas com SDS, um
detergente anfipatico cuja funcdo € desnatura-las. Considerando que a forma
nativa das proteinas é geralmente globular, o SDS converte a molécula
protéica em uma estrutura linear, conferindo a mesma uma densidade de carga
uniforme. O SDS tem alta carga negativa e uma cauda hidrofébica que interage
com as cadeias polipeptidicas numa proporcdo aproximada de 1,4g de SDS
para cada grama de proteina, tornando-as negativamente carregadas. Na
auséncia do SDS, as proteinas com massas iguais podem migrar
diferentemente na malha de gel devido ao diferencial de cargas de suas
estruturas tridimensionais (COOPER, 2001; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000).
Além da adicdo do SDS, as proteinas podem ser opcionalmente expostas a
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uma temperatura de 100°C na presenca de um agente redutor, como ditiotreitol
(DTT) ou 2-mercaptoetanol, que desfazem as pontes dissulfetos (ligagcbes S-S)
das subunidades protéicas, ajudando a eliminar a estrutura tridimensional dos
polipeptideos (ROCHA et al., 2005).

Apos tal tratamento, as amostras contendo as proteinas sdo aplicadas
no topo de um gel de poliacrilamida. Na sequéncia as proteinas séo
submetidas a um campo elétrico, circunstancia em que todas as proteinas irdo
migrar em direcdo ao eletrodo positivo. Nesta técnica, a taxa de migragcédo das
proteinas é determinada pelo tamanho da molécula, condicdo que favorece a
separacdo das proteinas pelos diferentes pesos moleculares. As proteinas
com menor peso molecular migram pelo gel mais rapidamente e s&o
encontradas mais proximas da extremidade inferior do gel, enquanto as
proteinas com maior peso molecular encontram-se na extremidade superior
(NELSON; COX, 2006). Quando se representa a mobilidade eletroforética
frente ao logaritimo dos pesos moleculares conhecidos de diversas cadeias
polipeptidicas (proteinas marcadoras), obtém-se uma reta que pode ser
utilizada como padrédo para o céalculo do peso molecular das subunidades da
proteina de interesse (ROCHA et al., 2005).

Posteriormente, a adicdo de um corante especifico para proteinas
possibilita 0 aparecimento de bandas protéicas, onde cada banda representa
uma proteina diferente ou uma subunidade protéica. Nos métodos de
coloragao, os comumente utilizados sdo Coomasie Blue e Nitrato de Prata. O
Coomasie Brilliant Blue R250 se liga inespecificamente a praticamente todas as
proteinas. E menos sensivel em comparacdo ao Nitrato de Prata, mas
apresenta um bom efeito, além de ser facil de corar. A coloragdo com Nitrato
de Prata oferece como vantagem maior sensibilidade sobre os outros métodos,
oferecendo sensibilidade cinquenta vezes maior quando comparada ao
Coomasie Blue, o que permite a andlise das proteinas contidas em uma
amostra pouco concentrada. Esta coloracdo evidencia também &cidos

nucléicos, glicoproteinas e lipoproteinas (ROCHA et al., 2005).
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CAPITULO 2 - ESTUDO COMPARATIVO DA COMPOSICAO PROTEICA DE
EXPLANTES ENDOMETRIAIS DE FEMEAS BOVINAS TRATADAS OU NAO
COM 17b-ESTRADIOL NO 17° DIA DO CICLO ESTRAL

Estudo comparativo da composi¢cao protéica de explantes endometriais
de fémeas bovinas tratadas ou nao com 17p3-estradiol no 17° dia do ciclo

estral

RESUMO - Em fémeas bovinas, a liberacdo de prostaglandina Fza (PGF2a)
pode ser induzida in vivo pelo estradiol (E2), entretanto, o papel do E; na
sintese de PGF,, ainda nado foi esclarecido. Considerando que as
concentracfes plasmaticas de PGF,, aumentam 3,5 horas apés a aplicacdo de
E, in vivo, acredita-se que o E, ative ndo somente enzimas, mas também
estimule a sintese de proteinas essenciais para a producdo de PGF,,, como a
PKC e PLA2. O presente estudo objetivou avaliar o efeito do Ez no incremento
da concentracdo das proteinas totais no endométrio e na modificagcdo da
composicdo protéica de explantes endometriais de fémeas bovinas tratadas
com E; no 17° dia do ciclo estral. A hipétese € que a administracdo de E, em
fémeas bovinas no 17° dia do ciclo estral incrementa a concentracao de
proteinas no endométrio e modifica a composicdo protéica nos explantes
endometriais. Para tanto, fémeas bovinas mesticas (Bos taurus taurus vs Bos
taurus indicus) foram tratadas no 17° dia do ciclo estral, via intravenosa, com
Omg (Grupo Controle; n=6) ou 3mg de E, (Grupo E,; n=6) e abatidas duas
horas apoés o tratamento. Explantes endometriais foram isolados e submetidos
a extracdo de proteinas totais. As amostras de proteinas, referentes aos
explantes de cada animal, foram avaliadas por eletroforese unidimensional em
gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE e coradas com Coomasie Blue ou Nitrato
de Prata. A concentracdo de proteinas totais ndo diferiu entre os grupos
(p=0,1158) e foi de 6296,10 + 439,90ug/mL para o Grupo Controle e de
8426,56 + 1156,00ug/mL para o Grupo E,. Nos géis corados com Coomasie
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Blue foram identificadas 18 bandas protéicas e ndo foi observada diferenca
significativa (p>0,05) no perfil protéico dos explantes endometriais. Na
coloracdo com Nitrato de Prata, foram identificadas 12 bandas protéicas e
verificou-se no Grupo E, maior porcentagem relativa das bandas referentes ao
peso molecular de 75 a 76kDa (8,40% vs. 4,89%; no Grupo E, e Controle
respectivamente; p<0,05) e 108 a 110kDa (6,85% vs. 3,84%; no Grupo E; e
Controle respectivamente; p<0,05). Observou-se no Grupo E; menor
porcentagem relativa da banda referente ao peso molecular de 90kDa (5,78%
vs. 9,83%; no Grupo E; e Controle respectivamente; p<0,05). Conclui-se que a
administracdo de E, n&o incrementa a concentracdo de proteinas no
endométrio, entretanto, altera a composicdo protéica nos explantes

endometriais.

Palavras-chave: Bovino, Estradiol, Lutedlise, Prostaglandina F;.
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1. INTRODUCAO

O ciclo estral de fémeas bovinas € mediado por um conjunto de
mecanismos neuroendocrinos. A ocorréncia da lutedlise, entre os dias 15 e 19
do ciclo estral é de fundamental importancia para determinar o fim da fase
progestacional, o desenvolvimento de um foliculo ovulatério e o estro. E de
amplo conhecimento que os pulsos de PGF,, produzidos pelo endométrio
durante o referido periodo, determinam a lutedlise. Sabe-se ainda que a
estimulacdo da sintese de PGF,, envolve fatores endocrinos como o estradiol
(E2), ocitocina (OT), progesterona (P4) e o hormonio luteinizante (LH).

A supressdo do E,, por meio de da irradiacdo ou cauterizacdo de
foliculos retarda a lutedlise (HUGHES et al., 1987). A administracédo de E; em
vacas ciclicas estimula a lutedlise e promove o estro (THATCHER et al., 1986).
Vacas prenhes apresentam diminuicdo do E; circulante, provavelmente em
fung&o de uma reducdo no desenvolvimento folicular e na produgéo de E; pelo
foliculo (THATCHER et al., 1991). Além disso, a administracdo de E, em vacas
no 18° dia da prenhez estimula apenas de maneira modesta a producéo de
PGF,, sugerindo que provavelmente a presenca do embrido atenua os efeitos
do E, (THATCHER et al., 1991). Diante destas informagdes, torna-se evidente
que o E, desempenha um papel crucial na lutedlise e que, para a manutencao
da prenhez, o embrido diminui os efeitos do E; sobre a producao de PGF;,.

A sintese de PGF,, no endométrio de fémeas bovinas resulta de uma
complexa cascata de eventos intracelulares que ocorrem de maneira altamente
coordenada. Tais eventos envolvem a ativacao seqiencial de varias proteinas
como a proteina acopladora GTP, da fosfolipase C (PLC), da proteina quinase-
C (PKC), da fosfolipase A, (PLA,) e da ciclooxigenase 2 (COX-2). E possivel
gue o E, estimule a sintese e/ou a atividade de moléculas envolvidas na
cascata geradora de PGF,,, como enzimas e receptores para outros ligantes.
Dessa forma, torna-se relevante a necessidade de ampliar os conhecimentos

dos mecanismos pelos quais o0 E; promove a sintese de PGF,, € a lutedlise.
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Em experimentos in vivo, verificou-se que a concentracdo sérica de 13,
14-diidro-15-ceto-prostaglandina F,q (PGFM), um metabdlito da PGF;,,
aumentou 15 minutos apds a injecdo de OT e somente 3,5 horas apods a
injecédo de E; (CASTRO E PAULA, 2003). Sugere-se por tais evidéncias, que o
E, estimularia a sintese de proteinas envolvidas na cascata geradora de
PGF,,, enquanto a OT possivelmente ativaria enzimas presentes no meio
intracelular. Cunha (2004) sugeriu que a producao de PGF,, in vitro parece néo
ser resultado unicamente da ativacdo de enzimas, mas da dependéncia de
eventos complexos responsaveis pela expressao de proteinas celulares.

Embora a importancia do estradiol na lutedlise esteja comprovada, 0s
mecanismos pelo qual o E, desempenha tal funcdo ainda permanecem
desconhecidos. Segundo o modelo hipotético proposto por Bertan (2004),
possivelmente o E, estimule a sintese das proteinas PKC e PLA2, ambas
fundamentais para a sintese de PGF,,. Entretanto, ainda tornam-se
necessarios estudos complementares para que este modelo celular hipotético
seja comprovado.

O presente estudo objetivou avaliar o efeito do E; no incremento da
concentragcdo das proteinas totais no endométrio e na modificagdo da
composicao protéica nos explantes endometriais de fémeas bovinas tratadas
com E, no 17° dia do ciclo estral. Para estabelecer tal analise foi empregada a
técnica de separacdo das proteinas por eletroforese unidimensional.
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2.MATERIAL E METODO

2.1 ANIMAIS

Foram utilizadas 12 novilhas mestigas (Bos taurus taurus x Bos taurus
indicus), de idade variavel (entre 36 a 48 meses), ndo gestantes, cedidas pela
Prefeitura do Campus Administrativo da Universidade de S&o Paulo, na cidade
de Pirassununga/SP. Inicialmente, as fémeas foram avaliadas
ginecologicamente por palpacdo retal e ultra-sonografia (Aparelho ALOKA
modelo SSD-500; equipado com transdutor linear de 7,5 MHz) para a
verificacdo da normalidade quanto as caracteristicas do sistema genital e
ciclicidade. Os animais foram mantidos em piquetes, com agua a disposi¢cdo. A
alimentacdo foi baseada no pastejo (Brachiaria decumbens var. marandu)
complementada com suplementagdo mineral. O presente estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica e Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (Protocolo n°273/ 2003).

2.2 LOCAL DO EXPERIMENTO

As etapas referentes a avaliacdo ginecolégica das novilhas,
sincronizagao dos estros, administragdo dos tratamentos, abate das fémeas,
isolamento e congelamento dos explantes endometriais foram realizados no
Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia Molecular (LFEM) do Centro de
Biotecnologia em Reprodugdo Animal (CBRA), sediado na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, na cidade de
Pirassununga/SP. A execucdo da técnica de Eletroforese Unidimensional foi
realizada no Laboratério de Morfofisiologia da Placenta e Embrido (L@MPE),
sediado na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP,
Campus de Dracena/SP. A andlise dos géis por programas computacionais
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especificos foi realizada no Laboratério de Neurociéncia e Prote6mica, da
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da Universidade de Séo
Paulo, Campus de Pirassununga/SP.

2.3 SINCRONIZACAO DOS ESTROS

Para a indugcdo dos estros, as novilhas receberam 150ng de D-
cloprostenol (N.C.Preloban® - Intervet), via intramuscular. O dia de inicio da
aceitacao de monta foi considerado como o DO. No D6 foi realizado um exame
ultra-sonografico (Aparelho ALOKA modelo SSD-500; equipado com transdutor
linear de 7,5 MHz) e as fémeas que apresentavam um foliculo dominante >
7,5mm receberam uma injecdo de 100ng de gonadorelina, um GnRH sintético
(Fertagil®-Intervet), via intramuscular, com o objetivo de induzir a ovulagéo do
foliculo dominante e promover a emergéncia de uma nova onda folicular. Para
a verificacdo da presenca de um corpo Iuteo acessorio foi realizado exame
ultra-sonografico (Aparelho ALOKA modelo SSD-500; equipado com transdutor
linear de 7,5 MHz) no 16° dia do ciclo.

24 TRATAMENTO IN VIVO

Novilhas pareadas de acordo com a data de apresentacdo dos estros
foram, no 17° dia do ciclo estral, ndo tratadas (Grupo Controle; n=6) ou
tratadas via intravenosa com 3mg de E, (Grupo E,; n=6) e abatidas duas horas
apos o tratamento. As fémeas foram abatidas por concusséo cerebral por meio
do uso de pistola pneuméatica. Imediatamente apds o abate, o sistema

reprodutor foi isolado e transportado ao laboratério a 4°C.
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2.5 ISOLAMENTO E CONSERVACAO DOS EXPLANTES ENDOMETRIAIS

No laboratério, os Uteros foram apoiados sobre uma superficie contendo
gelo recoberto com uma membrana de “parafiim”, de maneira que todo o
processamento dos tecidos fosse procedido a 4°C. Tal procedimento objetivou
reduzir ao maximo as possiveis perdas de proteinas nas estruturas uterinas.
Posteriormente foi procedida a limpeza, com gaze e solugéo fisioldgica, da
camada serosa do Utero para a remoc¢ao dos restos de sangue. Em capela de
fluxo laminar, com o auxilio de pinga e tesoura cirurgica, foi realizada uma
seccado longitudinal na face mesometrial, do corpo e cornos uterinos, de
maneira que o endométrio ficasse totalmente exposto. Em seguida, o
endométrio foi isolado do miométrio. Os fragmentos de endométrio foram
isolados da regiéo inter-caruncular, do corpo e ambos o0s cornos uterinos. Os
explantes endometriais foram acondicionados em placas de Petri contendo
Meio Bicarbonato Krebs-Henseleit [KHB; NaCl 118mM, KCl 4,7mM, CacCl,
2,56mM, MgCl; 1,13mM, NaHCO3; 25mM, NaH,PO4 1,15mM, glicose 5,55mM,
Hepes 20mM e vermelho fenol 0,013mM; pH 7,4]. No mesmo meio, 0S
explantes foram submetidos a quatro lavagens consecutivas. Posteriormente,
os fragmentos endometriais de um mesmo animal foram reunidos de maneira
gue formassem um “pool” de cada animal. Posteriormente, esses fragmentos
foram acondicionados em criotubos devidamente identificados e, entao,

imediatamente armazenados a -20°C.

2.6 EXTRACAO DE PROTEINAS DO TECIDO ENDOMETRIAL

Os explantes endometriais foram descongelados a 4°C e posteriormente
um “pool” de fragmentos de cada animal foi pesado. Para cada 2 gramas de
endométrio foram acrescidos 10mL de solugdo para a extracdo de proteinas
(EDTA 1mM; EGTA 1mM; DTT 1mM; PMSF 0,5mM; NaCl 300mM; NP-40 1%;
Tris 50mM pH 8,0; Glicerol 10%; Aprotinina 10ug/mL; Leupeptina 10ug/mL e
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Pepstatina 10ug/mL). Tal mistura, contendo os fragmentos endometriais e a
solucao de extracdo em volume proporcional, foi colocada em um tubo de vidro
e os fragmentos foram submetidos & maceracdo com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos (Marca HEIDOLPH RZR, Modelo 2021) com
velocidade de 1200rpm, até que as estruturas teciduais fossem completamente
desintegradas. A solucédo contendo o macerado foi centrifugada a 800g a 4°C,
durante 10 minutos. ApOs a centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e
submetido a uma segunda centrifugacdo a 15000g a 4°C, durante 20 minutos.
A seguir, o sobrenadante foi removido, acondicionado em microtubos e

armazenado a -20°C.

2.7 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A concentragdo de proteinas totais contidas nas diferentes amostras de
extratos endometriais foi estimada pelo Método de Bradford (BRADFORD, 1976).
Para tanto, foi construida uma curva padrao contendo solu¢des com 0, 200, 400,
600, 800 e 1000ug de Albumina Sérica Bovina (BSA) diluida na solucdo de
extracdo de proteinas utilizada no presente estudo (EDTA 1mM; EGTA 1mM; DTT
1mM; PMSF 0,5mM; NaCl 300mM; NP-40 1%; Tris pH 8,0 50mM; Glicerol 10%;
Aprotinina 10pg/mL; Leupeptina 10pug/mL e Pepstatina 10pg/mL). As referidas
solugbes foram utilizadas em um volume de 20nL. Para as amostras foram
utilizados um volume de 20yL, nas quais as amostras originais foram diluidas em
uma proporgao de 1:8, 1:12 ou 1:16. Utilizou-se uma diluicdo que possibilitasse
gue a leitura em absorvancia alcancasse o ponto médio da curva padrdo contendo
BSA. Posteriormente, 1000nL do Reagente de Bradford (Marca Amresco E530),
devidamente diluido na proporcdo de 1mL de reagente para cada 4mL de agua
Milli-Q®, foi adicionado a cada microtubo contendo as solucdes de curva e as
amostras a serem quantificadas. O reagente de Bradford contém como seu
principal componente o corante Coomasie Brilliant Blue G-250 em solucéo &cida,
este ao ligar-se as proteinas, tem a sua absorvancia alterada de 465nm para
595nm. Esta interacdo entre o corante Coomasie com a proteina estabiliza a
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forma anibnica do corante, causando uma visivel mudanca de coloracéo
inicialmente castanha para tons de azul, de acordo com a concentragdo da
proteina (BRADFORD 1976). Segundo Saut et al, (2009), a determinagdo dos
teores séricos de proteina total de soro sangliineo de vacas Holandesas foi feita
pelo método do Biureto. Hill et al, (2007) por meio da quantificacdo de proteinas
totais séricas de bezerras holandesas com 30 horas de vida, também trabalharam
com o método de Biureto. J& Niemeyer et al, (2007) para a quantificacdo de
proteina do fluido luminal uterino de fémeas bovinas, foram realizados por meio
do método de Bradford. Tais misturas, contendo as solu¢bes da curva e as
amostras a serem quantificadas, foram submetidas ao voértex durante 10
segundos. Finalizada a homogeneizacdo da Ultima amostra, apds 5 minutos foi
procedida a leitura das amostras em espectrofotdmetro a 595nm. Apés a leitura os
dados foram transferidos para o Excel, langando a seguinte equagéo y= a + bx
além do r’. As leituras de absorvancia mensuradas nas amostras, com
guantidades desconhecidas de proteinas, substituiram o y nesta equacao, onde o
valor determinado de x foi considerado a concentragdo de proteina na amostra
diluida, a o intercepto e b o coeficiente angular. A partir da mensuracdo de
proteinas contidas na amostra diluida, a concentracdo foi multiplicada pelo fator
de diluicdo, determinando a quantidade de proteinas totais (ug/mL) contidas na

amostra original.

2.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Extratos protéicos obtidos de explantes endometriais de fémeas bovinas,
nao tratadas (Grupo Controle; n=6) ou tratadas via intravenosa com 3mg de E;
(Grupo Ez; n=6) no 17° dia do ciclo estral tiveram as concentragfes de
proteinas totais mensuradas pelo Método de Bradford. Amostras foram
submetidas a técnica de eletroforese unidimensional em Gel de Poliacrilamida
10% com SDS-PAGE para a determinagcdo das bandas protéicas constituintes
das amostras e seus respectivos pesos moleculares. Para os géis foi utilizado
um padrdo de peso molecular RPN8S8OOE (GE Healthcare) contendo um
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conjunto de dez proteinas com 0s seguintes pesos moleculares: 225; 150; 102;
76; 52; 38; 31; 24; 17 e 12 kDa. A quantidade de proteina total administrada em
cada ponto de aplicacdo de eletroforese foi de 40ng e 20ny, para 0s geéis
posteriormente corados com Coomasie Blue e Nitrato de Prata,
respectivamente. Os géis foram confeccionados em triplicata para serem
corados pelo Nitrato de Prata e em quadruplicata para serem corados pela
coloracédo de Coomasie Blue Brilhante.

2.9 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL

Para o gel de separacéo foi elaborada uma solucao contendo 8,34mL de
agua ultra pura (Milli-Q®); 5mL de solucdo com 1,5 M de Tris HCI com pH 8,8;
204puL de SDS a 10%; 6,6 mL de uma solugao contendo 30% de Acrilamida e
2,67% de Bis-acrilamida; 100uL de Persulfato de Amonio a 10% e 10uL de
TEMED. Tal solugcéo foi devidamente homogeneizada e transferida para a
placa de eletroforese. A solucdo contida na parte superior do gel, em contato
com o ar, foi recoberta com uma solugcéo contendo 50% de Butanol. A placa
permaneceu em repouso durante 60 minutos, periodo requerido para a
polimerizacdo do gel. Apos este periodo, a solugcédo contendo 50% de Butanol,
depositada sobre o gel, foi desprezada e a extremidade do gel em contato com
o ar foi cuidadosamente seca com papel filtro. Para o preparo do gel de
empilhamento utilizou-se 6,1mL de agua Milli-Q®; 2,5mL de solugcdo contendo
0,5M de Tris HCI com pH 6,8; 100uL de SDS a 10%; 1,33mL de solucéo
contendo 30% de Acrilamida e 2,67% de Bis-acrilamida; 50uL de Persulfato de
Amonio a 10% e 10uL de TEMED. O gel de empilhamento foi colocado sobre o
gel de separacdo e um “pente” contendo capacidade para a formacéo de dez
pocos foi posicionado na parte superior da placa de eletroforese. Apos este
procedimento, aguardou-se 60 minutos para que houvesse a polimerizagéo do
mesmo. Imediatamente apdés a polimerizacdo, o pente foi retirado e a
extremidade do gel contendo os pogos, em contato com o ar, foi ligeiramente

seca com um papel filtro. As amostras foram aplicadas nos respectivos pocos
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em um volume final de 20, sendo 10nL da amostra e 10nL de corante da
amostra (8mL de SDS a 10%, 8mL de Glicerol 50%, 1mL de Bromofenol Blue a
1%, 1mL de Tampao Tris HCI 125mM e 10% de B-mercaptoetanol). Para os
géis que foram corados com Coomasie Blue, utilizou-se 40ng de proteina total
no volume de 10nlL da amostra. Para os géis que foram corados com Nitrato de
Prata, utilizou-se 20ng de proteina total no volume final de 10 da amostra.
Apods o preparo das amostras junto ao corante da amostra, as mesmas foram
expostas a temperatura de 100°C durante 4 minutos, dentro de um Backer
contendo 4gua sob a condicéo de fervura, este apoiado em placa aquecedora.
As amostras foram aplicadas nos respectivos po¢os. A corrida eletroforética foi
realizada a 220W, 100mA, durante 3 horas (MiniV-E GE HealthCare)

2.10 COLORACAO COM COOMASIE BLUE

Posteriormente a corrida, os géis de poliacrilamida foram
cautelosamente retirados das placas e imediatamente imergidos em Solugéo
Corante de Coomasie Blue (0,1g de Coomasie Blue; 40mL de etanol; 10mL de
acido acético; completando para um volume final de 100mL com H,O Milli-Q®),
durante 30 minutos, sobre plataforma agitadora. ApGs este periodo, os géis
foram mergulhados em Solucdo Descorante (4mL de metanol; 10mL de &acido
acético; completando para um volume final de 100mL com H,O Milli-Q®), até

gue os mesmos fossem scaneados.

2.11 COLORACAO COM NITRATO DE PRATA

Posteriormente a corrida, os géis de poliacrilamida foram
cautelosamente retirados das placas e imediatamente mergulhados em
Solugéo Fixadora (10mL de “Silver Fixing Solution”, 100mL de Metanol, 20mL
de &cido acético glacial e 70mL de agua Milli-Q®), durante 30 minutos. Em

seguida, os géis foram mergulhados em &gua Milli-Q®, e sofreram seis
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lavagens consecutivas de 1 hora/cada em agua Milli-Q®. Transcorrido o tempo
de 6 horas, os géis foram mergulhados em uma solucdo de 0,001% DL-
Ditiotreitol durante 40 minutos. Em seguida, os géis foram imersos em solucéo
Corante e Reveladora (Kit Rapid Silver Staining, Sigma®; 35mL de agua Milli-
Q®; 5mL de solucdo de Nitrato de Prata e Nitrato de Aménio; 5mL de Acido
Tungstosilicico; 5mL de solucdo de Formaldeido, 50mL de solucdo de
Carbonato de Sédio e H,O Milli-Q® para completar volume final de 150mL)
durante: 30 minutos. ApOs este periodo, os geéis foram imersos em Solugéo
Descorante (10mL de &cido acético glacial e 180mL de agua Milli-Q).

2.12 AVALIACAO DA DENSITOMETRIA

Os géis foram escaneados pelo programa ImageScanner PowerLook
1120 (Amersham Biosciences). Com o uso do programa ImageMaster Platinum
versdo 6.0 (Amersham Biosciences) foram identificadas as bandas protéicas
com pesos moleculares e posi¢fes relativas similares, inter e intra géis. Tais
bandas protéicas foram nomeadas pelo peso molecular médio que obtiveram
em todos os géis. Para cada amostra a densidade Optica absoluta de cada
banda foi medida no local de intensidade maxima de pixels, e as densidades
Opticas absolutas de todas as bandas foram somadas de forma a obter-se a
densidade Optica total da amostra. A densidade O6ptica relativa percentual de
cada banda foi entdo calculada pela divisdo de sua densidade Optica absoluta
pela densidade 6ptica total da amostra e o resultado multiplicado por 100.

2.13 ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se uma analise comparativa da concentracéo total de proteinas

dos explantes endometriais no grupo controle e grupo tratado com E,. Foi
estimada a média e o erro padrdo da média por meio do programa GraphPad
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InStat Verséo 3.0. Na ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05), foi utilizado
o Teste t de Student.

Foram realizadas analises descritivas para as variaveis percentagens
das bandas (P_BANDAS) e Peso Molecular (PES_MOL) relacionadas as
avaliacOes obtidas por eletroforese. As andlises descritivas foram realizadas
por meio de procedimento PROC MEANS do programa Statistical Analysis
System, versao 9.1.3 (STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM INSTITUTE, 1998).
Conforme recomendacbes de Banzatto e Kronka (2006) para a porcentagem
das bandas (P_BANDAS) foi utilizada a transformacéo de escala dos dados
para “arco-seno raiz da porcentagem” (ASPBANDA), procedendo-se a analise
de variancia e os demais procedimentos com os dados transformados. Para
apresentacao dos resultados, os dados foram retornados a escala original.

Para avaliacdo das percentagens das bandas em escala original
(P_BANDAS) e transformada (ASPBANDA), bem como para o Peso Molecular
(PES_MOL), segundo os diferentes grupos comparativos, utilizou-se o
procedimento PROC MIXED do programa Statistical Analysis System, verséo
9.1.3 (SAS, 1995).

No modelo estatistico, foi considerado o efeito principal do gel,
tratamento e o efeito das avaliagdes serem repetidas nos mesmos animais.
Nestas andlises adotou-se 0 seguinte modelo estatistico (yi = m+ a+ gj+ tc +
eiy), onde ya refere-se a percentagem da banda, em escala original
(P_BANDAS), ou transformada (ASPBANDA) ou Peso Molecular (PES_MOL)
do animal i, no gel |, do tratamento k, na repeticdo |. No modelo, m refere-se a
constante inerente a todas as observacoes; a; ao efeito aleatério do animal i,
com média 0 e variancia s,; g; ao efeito fixo j-ésimo gel, sendo j = 1 ou 2,
(para a coloracdo Coomasie Blue ou Nitrato de prata). No modelo, tx refere-se
ao efeito fixo k-ésimo tratamento, sendo k= 1 (controle) ou 2 (tratado com
estradiol). Finalmente, ej refere-se ao efeito aleatorio residual associado a
percentagem de bandas em escala original (P_BANDAS) ou transformada
(ASPBANDA) ou Peso Molecular (PES _MOL) do animal i, no gel |, do
tratamento k, na repeticdo |, com média 0 e variancia s%. Quando foram

verificados resultados significativos (p<0,05) para fonte de variacao
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“tratamentos”, foi utilizado como procedimento de comparag¢do mdultipla o Teste
t de Student.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- EFEITO DO ESTRADIOL NO INCREMENTO DE PROTEINAS TOTAIS
EM EXPLANTES ENDOMETRIAIS

As solugbes com concentracbes crescentes de BSA (ng/mL),
possibilitaram a determinagédo de uma equacgéao (y = 0,0009x + 0,0405) com o
r’=0,9912 (Figura 1). A quantificacdo das proteinas totais existentes nos
extratos endometrias dos animais néo tratados (n=6) ou tratados com 3mg de
17b-estradiol (n=6) foi realizada em Unico ensaio. Todas as amostras foram
guantificadas em triplicata com o objetivo de gerar maior confiabilidade na
estimativa das mensuragbes. Para a determinagcdo da concentracdo de
proteinas totais presentes nas amostras dos explantes endometriais,
determinou-se como fator de diluicdo ideal das amostras, aquele no qual a
leitura de absorvancia localizasse no meio da curva, ou seja, entre 0,4 e 0,6
unidades de absorvancia. Deve-se considerar que as amostras diluidas, de
maneira que a leitura em absorvancia coincida com o valor de absorvancia do
segmento central da curva padrédo de proteinas, geram maior confiabilidade na
mensuragao. No presente estudo, o fator de diluicdo utilizado para que as
leituras de absorvancia se localizassem no meio da curva foi de 1:8, 1:12 ou
1:16, dependendo da amostra a ser mensurada.

As médias e erro padrdo da média das concentracdes de proteinas
totais nos explantes endometriais foram de 6296 + 440ng/mL para o grupo
controle e 8426 + 1156ngy/mL para o grupo E- (Figura 2). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as médias (p> 0,05).

As concentragfes protéicas dos extratos de explantes endometriais
variaram entre os animais de um mesmo grupo, e foram de 4678,22 a
7973,33nmg/mL para o grupo controle e de 5428,00 a 11351,56ng/mL no grupo
E, (Tabela 1).
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3.2- EFEITO DO ESTRADIOL NA MODIFICACAO DA COMPOSICAO
PROTEICA DE EXPLANTES ENDOMETRIAIS

3.2.1 Caracterizacdo do peso molecular das proteinas contidas nas
amostras e da porcentagem representativa de cada proteina em relacéo a

proteina total

Na realizagdo da corrida de eletroforese unidimensional, as amostras
obtidas dos animais pertencentes ao grupo controle (n= 6; designadas C1, C2,
C3, C4, C5, C6) e grupo E, (n= 6; designadas E1, E2, E3, E4, E5, E6) foram
divididas equitativamente em dois géis. Considerando que cada gel permitia a
aplicacéo e corrida eletroforética de dez amostras, no Gel 1 foram aplicadas as
amostras C1, E1, C2, E2, C3, E3; e no Gel 2 foram aplicadas as amostras C4,
E4, C5, E5, C6, E6. Desta forma, na mesma corrida eletroforética foram
confeccionados simultaneamente o Gel 1 e 2. Na Figura 3, esta representada
uma repeticdo de quatro, dos géis submetidos a coloragdo com o Coomasie
Blue (Gel 1A) e (Gel 2A). Na Figura 4, esta representada uma repeticdo de
trés, dos géis submetidos a coloragdo com Nitrato de Prata (Gel 1B) e (Gel 2B).

O padrdo de peso molecular utilizado na elaboracdo dos géis foi o
RPNBOOE (GE Healthcare) que continha um conjunto de dez proteinas de
pesos moleculares conhecidos (225, 150, 102, 76, 52, 38, 31, 24, 17, 12kDa).
No presente estudo, verificou-se que as proteinas de baixo peso molecular
contidas no PPM nao tiveram uma boa definicAo de banda. Possivelmente,
esta baixa definicdo decorreu em razdo da concentragéo de 10% de acrilamida.
Sabe-se que tal concentracdo prioriza a melhor separacdo das proteinas de
alto peso molecular e desfavorece a separagcdo das proteinas de baixo peso
molecular. Em experimentos prévios, foram testadas as concentracdes de 10,
12 e 14% de acrilamida para os extratos de explantes endometriais, onde
observou-se que a concentragdo de 10% favoreceu o aparecimento de um

maior numero de bandas e com melhor defini¢éo.
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A proteina marcadora com o peso molecular de 24kDa foi observada em
alguns dos géis, enquanto as proteinas marcadoras de 17 e 12kDa nao foram
visualizadas em todos os géis. Sendo assim, para a determinacdo das
proteinas marcadoras de peso molecular, ao programa de interpretagdo dos
géis foram utilizadas apenas as proteinas com 225, 150, 102, 76, 52, 38 e
31kDa.

O numero de bandas verificadas nas amostras protéicas coradas com
Coomasie Blue diferiu entre os animais pertencentes a um mesmo grupo de
tratamento. Desta maneira para fins estatisticos, foram comparadas as bandas
do animal que apresentou 0 menor numero de bandas formadas, descartando
as bandas excedentes das demais. Niemeyer et al. (2007) avaliaram o perfil
protéico de lavados uterinos em fémeas bovinas ciclicas e prenhas nos dias 14,
16 e 18 depois do estro. Os mesmos autores relataram a identificacdo de 31
bandas protéicas diferentes, entretanto, seguindo 0s mesmos critérios
utilizados no presente estudo, somente 21 bandas protéicas foram analisadas.

Durante a analise computacional da densitometria dos géis, corados
com Coomasie Blue e Nitrato de Prata, foi gerado um grafico com diversos
picos, onde cada um representava uma determinada banda. A determinacéo
dos picos possibilitou estimar a porcentagem relativa de cada banda em
relacdo a quantidade de proteina total da amostra. Na Figura 5 estédo
representados 0s picos para os géis corados com Coomasie Blue e na Figura 6
para os géis corados com Nitrato de Prata.

Na Figura 7, encontram-se as médias das porcentagens das 18 bandas
identificadas nos géis 1A e 2A; quando submetidos a coloragdo com Coomasie
Blue. Nao houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) entre animais
controles ou tratados com estradiol. Na Tabela 2 estdo representadas as
porcentagens relativas de cada banda identificada nas amostras e seus
respectivos pesos moleculares em kDa. Verificou-se a presenca de 18 bandas
nos géis corados com Coomasie Blue.

Na Figura 8, encontram-se as médias da porcentagem das 12 bandas
formadas nos géis 1B e 2B; corados com Nitrato de Prata. Com relacdo a
porcentagem relativa das bandas, verificou-se diferenca estatisticamente
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significativa (p < 0,05) em trés bandas, sendo elas as de nimero 6, 8 e 10. Os
valores para a porcentagem das bandas 6, 8 e 10 foram de 3,84%; 9,83% e
4,89% para os animais do grupo controle e 6,85%; 5,78% e 8,40% para 0s
animais do grupo tratados com E,, respectivamente. Na Tabela 3 também se
encontram sumarizados os pesos moleculares das 12 bandas no gel corado
com Nitrato de Prata. Em relagédo aos pesos moleculares das bandas 6; 8 e 10,
identificou-se os pesos de 110; 90 e 76kDa para o grupo controle e 108; 90 e
75kDa para o grupo E-.

No presente estudo, embora o E; ndo tenha incrementado a sintese de
proteinas endometriais, o mesmo alterou o perfil protéico dos explantes
endometriais. A banda de numero 6 apresentou maior porcentagem relativa no
grupo E; em comparacao ao grupo controle (p< 0,05). Estima-se para a banda
6, um peso molecular de aproximadamente 108kDa. Sugere-se que tal proteina
possa se referir a PLA2G4A, proteina integrante da cascata de formacgédo da
PGF,,. Tal sugestédo podera ser confirmada em estudo posterior, no qual serdo
aplicados nas mesmas amostras anticorpos especificos para a PLA2G4A pelo
emprego da técnica de Western Blotting, técnica quantitativa e qualitativa.

Godkin et al. (2008), realizaram um estudo em que verificaram o papel
da PLA2 na regulagéo da producédo de PGF,, em células endometriais bovinas
BEND. Analisando as proteinas obtidas dos extratos celulares por Western
Blotting, observaram que o anticorpo PLA2G4A reconhece uma proteina com
aproximadamente 110kDa e uma proteina de massa ligeiramente inferior, de
aproximadamente 107kDa, que pode ter sido um produto de sua degradacéo.
Burns et al. (2000) observaram em fémeas ovinas, que a sintese aguda de
PGF,, induzida por ocitocina, ndo teve efeito algum nas concentracbes
endometriais de RNAm para a proteina PLA2. Burns et al. (2000), verificou que
a PLA2 foi identificada como uma proteina com peso molecular de
aproximadamente 100-110kDa.

No presente estudo verificou-se uma diferenca na quantidade de bandas
identificadas no gel corado com Coomasie Blue comparada ao gel corado com
Nitrato de Prata. De fato, Berg et al. (2004) sugeriu que a coloracdo com

Coomasie Blue detecta as proteinas existentes em uma amostra com
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concentragdo minima de 0,1ug, enquanto a coloracdo com Nitrato de Prata
detecta proteinas com concentracdo a partir de 0,02ug, o que a torna uma
coloragcdo mais sensivel. Entretanto, a coloragdo por Nitrato de Prata,
apresenta como desvantagem um custo mais elevado dos reagentes utilizados
em relacdo a coloragdo por Coomasie Blue.

Segundo Tithof et al. (2007), ao avaliarem as distintas enzimas PLA2 na
regulacdo da producdo de PGE; e PGF,, em células epiteliais do endométrio
bovino, verificaram que a OT estimulou a produgao de PGF,, em cinco vezes e
a de PGE; em duas vezes. Entretanto, quando utilizaram o Bromoenol lactone
(BEL), um inibidor da PLA2G6, verificaram que o efeito da ocitocina na
producéo de PGF,q, foi completamente abolido. verificou-se pouco efeito sobre
a producéo de PGF,, enquanto a producao de PGE; nao foi comprometida.

Alavi-Shoushtari et al. (2008) estudaram as variacbes das proteinas
uterinas durante o ciclo estral em vaca por meio da coleta de fluido luminal
submetida a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% SDS-
PAGE. Os mesmos autores verificaram que uma banda de 85kDa nao foram
encontradas no diestro, sofreu reducdo em estro de 10,5% para 9,5% e

aumentaram em metaestro de 9,5% para 10,2%.
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que ndo houve efeito do estradiol no incremento da
concentracdo de proteinas totais no endométrio. Nos géis submetidos a
coloracéo com nitrato de prata houve modificagdes na composicéo protéica dos
explantes endometriais de fémeas bovinas tratadas com E; no 17° dia do ciclo
estral, que apresentou uma maior percentagem relativa das bandas com peso
molecular de 75 a 76kDa e 108 a 110kDa e menor porcentagem relativa da

banda referente ao peso molecular de 90kDa.
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Figura 1. Curva com diferentes concentracbes de BSA (0, 200, 400, 600, 800 e
1000mg/mL) estimadas pelo Método de Bradford a uma absorvancia de
595nm, ilustrando o r* e a equacdo da reta utilizada para a mensuragéo
das concentragfes de proteinas totais contidas nas amostras de extratos
obtidos de explantes endometriais de novilhas néo tratada (Grupo
Controle; n=6) ou tratadas via intravenosa 3mg de 17b-estradiol (Grupo

E,; n=6), no 17° dia do ciclo estral.
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Figura 2. Média e erro padrdo da meédia da quantidade de proteina total mensurada
em extratos obtidos de explantes endometriais de novilhas nao tratada
(Grupo Controle; n=6) ou tratadas via intravenosa 3mg de 17b-estradiol

(Grupo Ej; n=6) no 17° dia do ciclo estral
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PPM C1 E1 C2 E2 C3 E3 PPM C4 E4 C5 E5 C6 E6

GEL - 1A GEL - 2A

Figura 3. Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE
corado com Coomasie Blue. GEL 1A: Padréo de Peso Molecular (PPM)
onde os pontos vermelhos referem-se respectivamente aos pesos: 225,
150, 102, 76, 52, 38, 31kDa, estando ausentes os pesos 24, 17 e 12 kDa
(Linha 1); Animal C1 (Linha 2); Animal E1 (Linha 3); Animal C2 (Linha
4); Animal E2 (Linha 5); Animal C3 (Linha 6) e Animal E3 (Linha 7).
Foram aplicados 40ng de proteinas totais extraidas de explantes
endometriais obtidos de novilhas mesticas ndo tratadas (Animal C1, C2 e
C3; Grupo Controle) e tratadas com 17b-estradiol (Animal E1, E2 e E3;
Grupo E;) no 17° dia do ciclo estral. GEL 2A: PPM no qual os pontos
vermelhos referem-se respectivamente aos pesos: 225, 150, 102, 76, 52,
38, 31kDa, estando ausentes os pesos 24, 17 e 12 kDa (Linha 1); Animal
C4 (Linha 2); Animal E4 (Linha 3); Animal C5 (Linha 4); Animal E5
(Linha 5); Animal C6 (Linha 6) e Animal E6 (Linha 7). Foram aplicados
40y de proteinas totais extraidas de explantes endometriais obtidos de
novilhas mesticas nao tratadas (Animal C4, C5 e C6; Grupo Controle) e
tratadas com 17b-estradiol (Animal E4, E5 e E6; Grupo E,) no 17° dia do

ciclo estral - representativo de 4 (quatro) repeticoes
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PPM C1 El C2 E2 C3 E3 PPM C4 E4 C5 E5 C6 EG6

GEL-1B GEL - 2B

Figura 4. Eletroforese unidimensional em gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE
corado com Nitrato de Prata. GEL 1B: Padrdo de Peso Molecular (PPM)
onde os pontos vermelhos referem-se respectivamente aos pesos: 225,
150, 102, 76, 52, 38, 31kDa, estando ausentes os pesos 24, 17 e 12 kDa
(Linha 1); Animal C1 (Linha 2); Animal E1 (Linha 3); Animal C2 (Linha
4); Animal E2 (Linha 5); Animal C3 (Linha 6) e Animal E3 (Linha 7).
Foram aplicados 10ng de proteinas totais extraidas de explantes
endometriais obtidos de novilhas mesticas néo tratadas (Animal C1, C2 e
C3; Grupo Controle) e tratadas com 17b-estradiol (Animal E1, E2 e E3;
Grupo E;) no 17° dia do ciclo estral. GEL 2B: PPM no qual os pontos
vermelhos referem-se respectivamente aos pesos: 225, 150, 102, 76, 52,
38, 31kDa, estando ausentes os pesos 24, 17 e 12 kDa (Linha 1); Animal
C4 (Linha 2); Animal E4 (Linha 3); Animal C5 (Linha 4); Animal E5
(Linha 5); Animal C6 (Linha 6) e Animal E6 (Linha 7). Foram aplicados
10ng de proteinas totais extraidas de explantes endometriais obtidos de
novilhas mesticas nao tratadas (Animal C4, C5 e C6; Grupo Controle) e
tratadas com 17b-estradiol (Animal E4, E5 e E6; Grupo E,) no 17° dia do

ciclo estral - representativo de 3 (trés) repeticbes



Al

Bl

87

A2 A3

B2 B3

Figura 5. Analise computacional dos géis de eletroforese unidimensional identificando
cada pico como uma proteina (em peso molecular) e a espessura do pico
como a quantidade de proteina (porcentagem de banda), A1 e Bl —
representativo do padrdo de peso molecular do gel corado com Coomasie
Blue, sendo 1 representativo do Gel 1 e 2 representativo do Gel 2; A2 e B2
— representativo de uma amostra controle do gel corado com Coomasie
Blue; A3 e B3 — representativo de uma amostra tratada com 17(3-Estradiol

corado com Coomasie Blue.
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Figura 6. Analise computacional dos géis de eletroforese unidimensional identificando
cada pico como uma proteina (em peso molecular) e a espessura do pico
como a quantidade de proteina (porcentagem de banda), C1 e D1 -
representativo do padrdo de peso molecular do gel corado com Nitrato de
Prata, sendo 1 representativo do Gel 1 e 2 representativo do Gel 2; C2 e D2
— representativo de uma amostra controle do gel corado com Nitrato de
Prata; C3 e D3 — representativo de uma amostra tratada com 17(3-Estradiol

corado com Nitrato de Prata
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Figura 7. Representacdo das 18 bandas individuais identificadas no gel corado com
Coomasie Blue, comparando a média das porcentagens (%) de cada
banda em amostras de proteinas extraidas de explantes endometriais
obtidos de novilhas mesticas ndo tratadas (n=6; Grupo Controle) e tratadas

com 17b-estradiol (n=6; Grupo E;) no 17° dia do ciclo estral
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b Barras seguidas por letras mintsculas diferentes, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste t de
Student (p<0,05)

A B Barras seguidas por letras maitsculas diferentes, diferem entre si a 1% de probabilidade pelo teste t
de Student (p<0,01)

Figura 8. Representacdo das 12 bandas individuais identificadas no gel corado com
Nitrato de Prata, comparando a média das porcentagens (%) de cada
banda em amostras de proteinas extraidas de explantes endometriais
obtidos de novilhas mesticas ndo tratadas (n=6; Grupo Controle) e tratadas
com 17b-estradiol (n=6; Grupo E;) no 17° dia do ciclo estral. Médias
seguidas por letras diferentes diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste t de Student
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Tabela 1. Média e Erro Padrdo da média da quantidade de proteina total de extratos
obtidos de explantes endometriais obtidos de novilhas mesticas n&o
tratadas (n= 6; Grupo controle) e tratadas com 17(-estradiol (n= 6; Grupo

E,) no 17° dia do ciclo estral

Quantidade de proteina total (ug/mL)
Tratamentos
1 2 3 4 5 6 Média = erro padrédo  p

Controle  5.984,89 7.973,33 4.678,88 5.973,33 6.518,22 6.648,89  6.296,10 + 439,90
0,1158

E, 5.954,64 5.428,00 11.227,56 11.351,56 6.230,22 10.368,00 8.426,50+ 1.156,00
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Tabela 2. Numero de bandas identificadas nas colunas contendo as amostras, pesos
moleculares (kDa) e porcentagem relativa de proteinas referente a cada
banda presente nas amostras protéicas e estimados das linhas equivalentes
para ambos 0s grupos, referente as proteinas totais extraidas de explantes
endometriais obtidos de novilhas mesticas nédo tratadas (n=6; Grupo
Controle) e tratadas com 17b-estradiol (h=6; Grupo E,) no 17° dia do ciclo
estral, submetidas a eletroforese unidimensional em Gel de Poliacrilamida a
10% SDS-PAGE corados por Coomasie Blue

Porcentagem relativa de
Numero de Pesos Moleculares proteinas referente a cada banda p

bandas das bandas (kDa) Grupo Controle  Grupo E;
(n=6) (n=6)
1 157 — 157 2,33 2,18 0,4455
2 153 - 154 2,29 2,09 0,3383
3 150 - 151 2,90 2,68 0,4636
4 145 — 147 3,17 2,95 0,4180
5 140 — 142 3,33 2,78 0,1434
6 134 - 136 3,40 3,28 0,8148
7 128 - 130 4,81 4,16 0,4623
8 121 -123 5,19 5,27 0,9432
9 113 -115 6,36 6,9 0,7053
10 102 — 107 7,74 6,47 0,3965
11 93 -98 6,09 6,94 0,5241
12 83 - 88 6,91 7,9 0,5169
13 73-79 5,62 5,62 0,9984
14 64 - 69 5,34 4,47 0,2487
15 53-59 4,49 4,95 0,3998
16 43 — 48 4,57 4,34 0,6676
17 33-37 4,70 5,20 0,2998

[EnY
(oe]

22-25 4,69 4,53 0,7836
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Tabela 3. Numero de bandas identificadas nas colunas contendo as amostras, pesos
moleculares (kDa) e porcentagem relativa de proteinas referente a cada banda
presente nas amostras protéicas e estimados das linhas equivalentes para
ambos os grupos, referente as proteinas totais extraidas de explantes
endometriais obtidos de novilhas mesticas ndo tratadas (n=6; Grupo Controle)

e tratadas com 17b-estradiol (n=6; Grupo E,) no 17° dia do ciclo estral,

submetidas a eletroforese unidimensional em Gel de Poliacrilamida a 10%
SDS-PAGE corados por Nitrato de Prata

1 184 — 185 2,84 3,02 0,7543
2 164 — 167 3,17 2,59 0,2088
3 150 — 152 2,90 2,61 0,5550
4 130 — 134 2,37 2,93 0,1827
5 121 3,69 3,81 0,9189
6 108 — 110 3,84° 6,85° 0,0426
7 98 — 99 5,70 7,18 0,3099
8 90 9,83" 5,78° 0,0107
9 82 6,51 5,09 0,3088
10 75-76 4,89° 8,402 0,0183
11 69 — 70 6,25 7,03 0,7719
12 63 - 65 5,39 5,31 0,9415

2 Barras seguidas por letras minGsculas diferentes, diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste t de
Student (p<0,05)

# B Barras seguidas por letras maitisculas diferentes, diferem entre si a 1% de probabilidade pelo teste t
de Student (p<0,01)
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