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Resumo 1

TREVISOL, E. Resgate da funcdo luteal em bovinos apés desafio com
cloprostenol sédico. Botucatu, 2011. 81p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

RESUMO
O objetivo do presente estudo foi estudar as alteracdes da concentragao

plasmatica de progesterona (P4), perfusdo sanguinea e volume luteais apés
administracdo de sub-dose de cloprostenol sédico (analogo da PGF2a) no
sexto dia do ciclo estral em bovinos. Foram utilizadas 18 vacas da raca Caracu
adultas, e em todas foram inicialmente sincronizadas as ovulacfes antes de
serem iniciados os trés moédulo experimentais. Em cada mdédulos as vacas
foram divididas aleatoriamente entre os grupos 1 (desafiadas com 2 mL de
solucao fisiolégica 0,9%; IM, n=6), 2 (duas doses de 500 ug de cloprostenol
sédico com intervalo de 2 horas, n=6) e 3 (83,33 ug de cloprostenol sédico IM,
n=7). As coletas de dados foram iniciadas com avalia¢cbes ultrassonograficas
modo B e Power-Doppler, seguida de coleta de sangue para dosagem de P4,
realizadas nos momentos 0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 horas ap0s o tratamento. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e para diferencas entre as
médias foi aplicado o teste TUKEY com 5% de probabilidade. Os tratamentos
influenciaram as concentracdes plasmaticas de P4, perfusdo sanguinea e
volume luteal. No tratamento 1 ndo foi observado alteracdes na P4, perfuséo
sanguinea e volume luteal, porém no tratamento 2 a progesterona diminuiu no
momento 16 e nos momentos seguintes foram semelhas ao observados
inicialmente. A perfusdo sanguinea e volume luteal diminuiram 48 horas apos o
tratamento 2. No tratamento 3 a P4 diminuiu até a hora 16 e voltou a aumentar,
igualando a valores iniciais. Porém a perfusdo sanguinea e volume nao
alteraram. No grupo lutedlise quando excluido um animal que ndo apresentou
lutedlise, a P4 manteve-se baixa a partir da hora 16, e no grupo lutedlise parcial
guando excluido o animal que apresentou lutedlise total, a P4 48 horas apds
tratamento foi maior que na hora 16. Conclui-se que 83,33 ug de cloprostenol
sédico causa lutedlise parcial, que é caracterizada pela diminuicdo na P4 a
partir de 16h ap0s o tratamento, entretanto, 48h apds o desafio a P4 retorna a
concentracdes semelhantes as observadas inicialmente.

Palavras-chave: Luteolise, corpo luteo, prostaglandina F2a, bovinos.



Abstract 2

TREVISOL, E. Rescue of luteal function in bovine after treatment with
cloprostenol sodium. Botucatu, 2011. 81p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

ABSTRACT
The objective of this study was to evaluate progesterone plasmatic

concentration, blood flow and luteal volume after cloprostenol (PGF2a
analogue) sub-doses on sixth day of bovine estrus cycles. Initially all animals
has the ovulations synchronize to initiate every stage. In tree firsts stage on day
6 the animals receive treatment and in every stage it were randomly allocate
between group 1 (2 mL Physiologic solution 0,9%; IM, n=6 ), 2 (two doses 500
Mg cloprostenol 2 hours interval, n=6) and 3 (83,33 ug cloprostenol IM on D6,
n=7). Data collection were initiate with mode B ultrasonography and Power-
Doppler evaluations follow by blood collection for progesterone (P4) measure at
moments 0, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 hours after treatment. Data was submitted to
variance analyze between mean the TUKEY test with 5% probability was
applied. Treatments influenced P4 concentration, blood flow and luteal volume.
On treatment 1 there was no P4, blood perfusion and luteal volume changes,
but on treatment 2 P4 decrease on moment 16 the follow moments was similar
to the initial. Blood flow and luteal volume decreased 48 hours after treatment 2.
In treatment 3 was observed a decrease in P4 concentrations from moment O to
16 with a increase returning to initial values after this moment. Although this,
blood flow and luteal volume did not change. On luteolysis group when
excluded a animal that had partial luteolysis P4 concentrations remained low
after hour 16. On partial luteolysis group when a animal that had luteolysis was
excluded P4 at 48 hours after treatment was higher than 16 hour. Is possible to
conclude that 83,33 pg cloprostenol causes partial luteolysis and that is
characterized by an initial P4 decrease 16 hours after treatment follow by luteal

function rescue on the follow moments.

Key words: Luteolysis, corpus luteum, prostaglandin F2a, cattle.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui um dos maiores rebanhos bovinos do mundo, quase 200
milhdes de cabecas e € o primeiro colocado em namero de animais livres de
febre aftosa, com 177,73 milhGes de cabecas, seguido dos Estados Unidos
com 94,5 milhdes (Scot Consultoria, 2010). Fatores como estes fazem com que
0 pais seja um dos principais exportadores de carne do mundo, gerando uma
necessidade constante do aperfeicoamento das técnicas aplicadas a campo,
como melhoramento genético, nutricional, sanitario e reprodutivo.

Os bovinos tém o ciclo estral que dura em média 21 dias e esse ciclo &
dividido em duas fases, uma marcada pela alta concentracdo de estrégeno
(fase estrogénica) e outra pela progesterona (fase litea). A fase latea ocorre
entre a ovulagéo e a lutedlise, durando em média 17 dias. Na auséncia de um
embrido viavel a PGFyq naturalmente é secretada pelo endométrio e causa a
regressdo funcional e estrutural do corpo lateo (CL). A lutedlise funcional é
caracterizada pelo rapido declinio das concentragdes de P4 nas primeiras 8 a
12 horas apos a secrecdo de PGFyq. A lutedlise estrutural € identificada pela
diminuicdo de tamanho e peso do CL em consequéncia da apoptose das
células luteinicas. (NEUVIANS et al., 2003).

A compreensdo da fisiologia do ciclo estral de fémeas bovinas é de
grande importancia para melhorar a eficiéncia de farmacos nos protocolos de
sincronizacdo de estro. A PGFy, € um farmaco bastante utilizado na
sincronizagao de cio por ser de facil manipulacdo e baixo custo. Utilizada entre
os dias 5 e 7 pos aplicacdo de GnRH, causa lutedlise em 95% dos animais
(BRIDGES et al., 2008)

Contudo, a acdo de sub-dose de PGF,, nem sempre causa a regressao
do CL, devido a fatores, tais como a como fase do ciclo estral, forma de
administracdo e entre outros ainda ndo estudados. Meira et al. (2006) e
Sherestha et al. (2010) observaram um fenébmeno particular caracterizado pela
diminuicdo inicial das concentracdo plasmaticas de P4 nas primeiras 12-24
horas, seguida do aumento subsequente desta que voltava a valores

semelhantes aos observados antes dos tratamentos.
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Apesar do relato desse fendmeno, ainda n&o sdo conhecidos os
mecanismos luteais que estdo envolvidos nesse processo, denominado de

liteolise parcial, e do subsequente fendmeno de resgate da funcéo luteal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Corpo Lateo

O CL participa da maioria dos processos reprodutivos. Ele € um orgao
endacrino transitério formado pela ruptura do foliculo ovulatério e sua funcéo
priméria é a producdo de P4, responsavel pela preparacdo do endométrio para
implantacdo e manutencdo da gestacdo (WILTBANK, 1994; MILVAE et al.,
1996; MILVAE, 2000).

O CL apresenta periodos regulares de formacédo, funcionamento e
lutedlise marcados por intensas remodelacfes teciduais, caracterizadas pela
proliferacdo, migracéo, diferenciacdo e morte celular. O CL possui populacdes
heterogéneas de células com caracteristicas morfofuncionais e bioquimicas
distintas, classificadas como células esteroidogénicas e nao-esteroidogénicas
(MARTIN & FERREIRA, 2009).

Na maioria dos mamiferos as células luteais derivadas das células
granulosas originam as grandes células luteais (LLC- Large Luteal Cells) e as
da teca, as pequena células luteais (SLC- Small Luteal Cells), ambas séo
células esteroidogénicas (ALILA E HANSEL, 1984).

As SLC séo caracterizadas por medir menos que 20 um, secretar baixas
guantidades de P4 e respondem a estimulagcdo por LH aumentando essa
secrecdo. As LLC medem mais de 20 um, produzem altas quantidades de P4 e
nao sao responsivas a estimulagao pelo LH. Embora se saiba que os dois tipos
celulares apresentam receptores para este horménio, a partir de estudos
realizados em ovinos, determinou-se que os receptores presentes nas LLC nao
sao responsivos ao LH (NISWENDER, 2002; REKAWIECKI, et al., 2005)

As células luteinicas maiores produzem 80% da P4 basal, enquanto as
menores apenas 20% e ocupam, respectivamente, 40 e 20% do volume luteal
e 3 e 26% do total de células do CL bovino (ALILA E HANSEL, 1984).

No CL existem ainda células ndo esteroidogénicas, que compreendem
diferentes tipos celulares, tais como as células endoteliais, os pericitos e 0s
fibroblastos, que também desempenham importantes papeis na fungéo do CL.
Os fibroblastos classicamente estdo associados aos componentes estruturais
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dos tecidos e produzem glicosaminoglicanas, coldgenos e algumas citocinas.
Os macrofagos também tém importante participacdo fagocitica na resposta
imune que envolve a regressdo do CL. As células do sistema vascular
representam cerca de 50% das células que constituem o CL e ocupam um
volume de 14% (WEBER, et al., 1987).

Apesar das LLC originarem-se da camada granulosa, existe a hipotese
que em estagios mais tardios da vida do CL elas também sejam formadas a
partir das SLC (ALILA E HANSEL, 1984; HANSEL E DOWD, 1986). As
modificacdes dinamicas nas proporcdes das LLC e SLC sugerem que as
células do CL sofrem diferenciacdo continua e que as LLC bovinas
representam o estagio final de diferenciacdo SLC (FARIN et al., 1988).

O desenvolvimento normal do CL, sua capacidade de produzir a P4 e os
fatores locais de crescimento sdo dependentes da vascularizacdo lutea.
Durante o desenvolvimento adiantado do CL, a prépria P4, o horménio de
crescimento (GH), o LH, entre outros horménios e fatores, afetam in vivo e in
vitro a secrecado de P4 pelo CL (ACOSTA E MIYAMOTO, 2004).

Durante a formacdo do CL ha o desenvolvimento de uma rede de
capilares responsavel pela vascularizacdo. Ao longo da fase lutea ha o
aumento dessa vascularizagcdo acompanhando a dinamica da progesterona.
Apés a lutedlise nota-se a diminuicdo da irrigacdo do CL e da sintese de
progesterona (MIYAMOTO et al., 2005).

Através de exames ultrassonograficos em modo Doppler é possivel
observar alteracbes do fluxo sanguineo em tempo real no momento da
lutedlise. Essas alteracBes sdo representadas por area colorida em imagem
seccional no didmetro méaximo do CL e séo avaliadas na forma de um indice
guantitativo das alteracdes do fluxo sanguineo (ACOSTA et al., 2002). No
momento da lutedlise induzida ocorre um breve aumento do fluxo sanguineo
seguido de um decréscimo; essa dinamica é acompanhada pela progesterona
(MIYAMOTO et al., 2005). Estudos tém demonstrado que o aumento no fluxo
sanguineo inicial é devido a acdo da PGFy,, seja ela administrada de forma
sistémica ou intra-uterina (GINTHER et al., 2007).
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A diminui¢cédo do fluxo sanguineo causa hipoxia no CL e esse fenbmeno
esta diretamente envolvido na apoptose das células luteais e diminuicdo da
sintese de progesterona do CL (NISHIMURA, et al., 2008).

As rapidas alteracGes observadas no padrédo de secrecédo de P4 durante
a lutedlise ndo sdo acompanhadas de modificages estruturais do CL. Através
de exames ultrassonograficos € possivel observar alteragdes no didametro do
CL apenas 12 horas apoOs o inicio da liberacdo de PGF,, (ACOSTA &
MIYAMOTO, 2004).

2.2 Hormonio Luteinizante

O LH, um membro da familia dos hormdnios glicoprotéicos, € constituido
pelas sub-unidades a e 3, sendo que primeira € comum e a segunda é a que
confere especificidade de receptor. O LH é secretado pela hipéfise anterior em
diferentes formas moleculares e participa de varios eventos fisiolégicos no
ovario, como maturacao folicular, ovulacdo, desenvolvimento e manutencéo do
CL (NISWENDER et al., 2000).

A P4 é a principal reguladora da secre¢édo de GnRH durante a fase lutea
(NISWENDER et al., 2000), estando diretamente ligada as alteracdes nas
expressdes génicas relacionadas a produc¢do das subunidades a e B do LH
(COWLEY et al., 1998). Quando analisado a quantidade de isoformas de LH na
glandula pituitaria de bovinos, observou-se que novilhas ovariectomizadas
suplementadas com P4 néo alteraram a proporc¢ao relativa de isoformas, porém
a ovariectomia sem suplementacdo resultou na reducédo de isoformas de LH
relacionadas com a fase latea e anestro, e aumentou as isoformas de LH
relacionado com a fase folicular em comparacdo com o grupo de novilhas em
diestro (PERERA-MARIN, et al., 2008).

A frequéncia e amplitude do pulso de LH também s&o influenciadas pela
P4, de forma que na fase luteal observa-se maior amplitude e menor frequéncia
secretoria enquanto que na fase de estro a amplitude menor e frequéncia maior
(JIMENEZ-KRASSEL et al., 2009).

Entre os dias 1 e 5 ap6s ovulagdo ocorre aumento nas concentracdes de

P4, enquanto que o LH tem sua concentracdo diminuida e ndo ha aumento da
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frequéncia. Entre os dias 7 e 10 ocorre um pequeno aumento adicional da P4 e
também é observado o aumento da amplitude dos pulsos de LH. No final da
fase lutea com a queda de P4 a frequéncia de pulsos de LH volta a aumentar e
a amplitude diminui (HANNAN et al., 2010).

Assim como a progesterona altera a frequéncia dos pulsos de LH e o LH
também altera os pulsos de P4 (FIKE et al., 2004). Um pulso de baixa
frequéncia e alta amplitude ocorre a cada 4 horas na fase luteal média, e esse
pulso é seguido de um aumento na P4. Sendo assim o0s pulsos de LH e P4 sdo
sincronizados durante a fase luteal, o inicio do pulso de LH imediatamente
inicia o pulso de P4 (CUPP et al., 1995).

A associacdo entre pulsos também é observada no periodo luteolitico
inicial (primeiras 2-4 horas) quando observa-se que apés cada elevacao do LH
plasmatico a concentracdo de P4 apresenta aumentos transitorios, apesar de
manter um comportamento geral de queda (GINTHER et al., 2010a). Esse
comportamento acontecendo apos o pulso luteolitico da PGFy, indica que
nesse momento as células luteinicas ainda possuiam capacidade de responder
ao estimulo do LH.

O LH por sua vez influencia a secrecédo de P4 pelas das células luteais
pequenas, que quando estimuladas in vitro com LH tém aumentada sua
capacidade de secretar de P4 em mais de 5 vezes (NISWENDER et al., 2000).
O LH quando se liga aos receptores nas células luteais, ativa a adenilato
ciclase que aumenta as concentracbes de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc), responsavel pela ativacdo da proteina kinase A e essa aumenta o
colesterol no citoplasma das células (PKA; NISWENDER, 2002).

No dia 5 apés ovulagdo o CL é capaz de responder ao estimulo
esteroidogénico proveniente da gonadotréfica coribnica humana (hCG) um
analogo de LH produzido durante a gestacdo em humanos. O efeito
luteotropico do tratamento com hCG pode ser atribuido ao aumento do
tamanho das células luteais e do numero de LLC, devido a diminuicdo do
namero das SLC. Essa modificacdo também resulta no aumento da é&rea,
volume e diametro do CL (RENSIS et al., 2010).

A aplicacdo de LH tem sido utilizada como estratégia para melhorar a

taxa de prenhez em vacas, com o intuito de formar um CL acessorio e
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aumentar a secrecao de P4. E essa técnica pode ser aplicada no sétimo dia
pés-ovulagcdo, pois nesse momento estd presente no ovario um foliculo
dominante e responsivo ao LH (SIANANGAMA E RAJAMAHENDRAN, 1992).

ROBINSON et al.,, (2008) analisando as possiveis causas da perda
embrionéria, levantaram a hipétese que a inadequada funcéo luteal estaria
ligada a um apoio luteotréfico insuficiente relacionado ao nimero de pulsos de
LH, concentracéo LH basal e amplitude dos pulsos insuficientes. A capacidade
esteroidogénica também estaria envolvida neste processo, porém 0s autores
nao conseguiram relacionar esses achados com o0s principais fatores da
inadequada funcgao luteal.

Em bovinos o nimero de receptores de LH no CL aumenta ao longo da
fase luteal e também no decorrer do desenvolvimento e manutencdo da
prenhez (KAWATE, 2004). O CL de porca apresenta receptores para LH ao
longo da fase lutea, contudo quando analisado a expressdo destes receptores
apos administrado PGF,q no dia 17 do ciclo notou-se uma queda de 55% na
expressdo mRNA de receptores para LH e 42% na expressao de proteinas de
receptores para LH. Porém quando analisado no dia 9 do ciclo, ndo houve
diferenca significativa (DIAZ e WILTBANK, 2005).

2.3 Prostaglandina F2a

As prostaglandinas (PGs) sdo importantes mediadores de varias funcdes
reprodutivas na fémea incluindo lutedlise, ovulacédo e reconhecimento materno
da gestacdo. O endométrio bovino secreta PGEs e PGF,, durante todo o ciclo
estral, mas o padrédo de secrecdo modifica-se ao longo do mesmo. A PGFyq
tem sido identificada como luteolitico natural em varias espécies de mamiferos
(WAITE et al., 2005); produzida no endométrio, alcanca a circulacdo venosa
uterina e por meio de mecanismo contra-corrente (que envolve transporte
ativo), passa ao sistema arterial ovariano, onde produz vasoconstricao e,
consequentemente, lutedlise (CUNNINGHAM, 2004).

Nos bovinos, entre os dias 15 e 17 do ciclo, periodo critico do inicio da
lutedlise, ocorre importante aumento da secrecdo endometrial de PGFyq na

auséncia de um embrido viavel (TANIKAWA et al., 2005). Contudo, quando
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estabelecida a prenhez, as prostaglandinas E1 (padronizar sub escrito) e E2
desempenham importante fungdo na manutencao do CL evitando a diminui¢c&o
da P4. Em ovelhas, a PGE; aumenta os receptores de LH no tecido caruncular
e luteal, prevenindo a conversédo de PGE; em PGF,, (WEEMS et al., 2010)

A lutedlise é desencadeada pelo aumento da amplitude dos pulsos de
PGFy2,. Inicialmente observa-se picos (2-3) de secrecdo que elevam a
concentragcao plasmatica de PGFM (metabdlico da PGFy,) a valores >100-125
pg/mL. Subsequentemente, ha um grande aumento da magnitude do pulso e a
PGFM alcanca valores em torno de 550 pg/mL. Nesse momento o fluxo
sanguineo ovariano e a sintese de P4, que ja se encontram em declinio,
apresentam subita elevacdo por duas horas e voltam a declinar
progressivamente até a P4 alcancar valores menores que 1 ng/mL. Durante o
periodo de declinio continuam acontecendo pulsos de secrecdo de PGFyq,
contudo a amplitude dos mesmos diminui progressivamente. Os pulsos
sequenciais acontecem a cada 9-12 horas, duram em média 4 horas e o
processo todo tem duragdo aproximada de 30 horas (MIYAMOTO et al., 2005;
GINTHER et al., 2007; GINTHER et al., 2010b).

O CL dos bovinos possui receptores especificos para PGFy,, contudo a
afinidade desses receptores € maior entre 0 13° ao 20°. A ligacao da PGFy, a
seus receptores na membrana das células luteais esteroidogénicas a atividade
da Proteina Kinase C, que interrompe a producao de P4 de diversas maneiras:
diminuindo a captacéo e o transporte de colesterol para o citoplasma e para a
mitocOndria, promovendo retroalimentacdo negativa dos receptores de LH e,
possivelmente, aumentando a expressao e ativacdo das proteinas envolvidas
nos processos de apoptose (revisado por BERTAN et al., 2006).

A administragdo de PGF,, em ovelhas e novilhas na fase média do ciclo
estral causa, de 4 a 12 horas ap06s sua administracdo, diminuicdo significativa
no mMRNA luteinico da proteina reguladora aguda da esteroidogénica (StAR),
responsavel pelo transporte de colesterol citoplasmatico para o interior da
mitocondria (WAITE et al., 2005).

Uma uUnica dose luteolitica administrada via intramuscular, intravulvar ou
intraluteal de PGF,q, causa inicialmente um aumento da P4. E o que tem

demonstrado em alguns estudos, onde nos primeiros 5 minutos apos a
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administracao nota-se um aumento, porém com 36 horas as concentracdes de
P4 voltam a diminuir chegando a menos de 1,0 ng/ml. O aumento da P4 no
inicio da lutedlise nao é detectado quando simulado pulsos de PGFyq (infusdes
intrauterina de 0,5 mg de PGF,, durante 2 horas), e mdltiplos pulsos sao
necessarios para obter completa lutedlise (GINTHER et al., 2009; MIYAMOTO,
et al., 2009).

Uma retomada nas concentractes de P4 também é notado entre 2 ou 3
horas apos tratamento com Unica administracdo de PGF,4 ou analogos, isso
guando utilizado sub-dose (0,25 ou 1,0 mg) induzindo a lutedlise parcial. A
resposta de retomada é observado na dose de 4,0 mg, porém a P4 se mantém
alta por apenas 1 hora e em seguida volta a declinar e a lutedlise se completa
(SHRESTHA et al., 2010).

O fator de necrose tumoral (TNFa) tem efeitos estimulatorios na
liberacédo de PGF2a na fase lutea tardia do ciclo e interfere na produgao in vitro
de P4 por células luteinicas bovinas. A exposi¢do endometrial simultaneamente
ao TNFa e OT apresenta efeito estimulatério sobre a liberacdo de PGFyq
(MILVAE, 2000). Outra citocina a estimular a producdo de PGFy, € a
interleucina-1B8 (IL-1B), porém a P4 em alta concentracdo inibe esse efeito
(NOTHNICK E PATE, 1990).

Outra substancia que tem participacdo no processo de regresséo do CL
€ a proteina quimiotatica para mondcito-1(MCP-1); presente nas células
endoteliais de corpo luteo bovino, a qual é responsavel pela migracdo de
células imune (mondcitos, macréfagos e linfécitos T) do sangue. O aumento
desta proteina ocorre no momento da lutedlise influenciado pelo TNFa e IFN-y
e ndo pela PGF,, (CAVICCHIO et al., 2002).

2.4 Fatores Angiogénicos

O CL é um o6rgéo altamente vascularizado e que produz varios fatores
angiogénicos. A angiogénese é definida como a formacdo de novos vasos

sanguineos através da migracao e proliferacdo de células endoteliais oriundas
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de vasos pré-existentes, e também esté relacionada com o fluxo sanguineo e
producdo hormonal (ROBINSON et al., 2009).

O VEGF é um importante fator de regulacdo da angiogénese sendo um
potente mitogénico para as células endoteliais, induzindo a migracao,
diferenciacdo e proliferacdo destas, participando também na maturacéo,
estabilizacdo e permeabilidade dos vasos sanguineos (FERRARA E DAVIS-
SMYTH, 1997; NEUFELD, et al., 2000).

Quando a expressédo de VEGF, VEGF-R1 e VEGF-R2 foram analisadas
durante a lutedlise induzida na fase luteal média (dia 8-10), notou-se declinio
progressivo desses fatores 12 horas apds a aplicacdo de PGF4,, demonstrando
gque o sistema VEGF tem participacdo na regressao estrutural do CL
(NEUVIANS, et al., 2004).

Véarios FGF estdo presente no CL bovino. Baseado nos padrées de
expressao de seus receptores (FGFR), concluiu-se que estes provavelmente
ndo estdo envolvidos somente na angiogénese luteal, que ocorre
principalmente no inicio do ciclo estral, mas também afetam a producéo de P4
e inibem a morte de varios tipos de células (REYNOLDS et al., 2000).

Neuvians et al. (2004) estudando a expressdo de FGF no momento da
lutedlise induzida em bovino na fase luteal média (dia 8-10) verificaram que
apos a aplicacdo de PGF,4 ocorreu um aumento progressivo de FGF-1 e -2 até
12 h; a partir desse momento houve diminuicdo das concentracdes que
retornaram aos valores iniciais. Contudo, nos microvasos luteais de maiores
didmetros os FGFRs sdo mantidos durante a regressao lutea (REYNOLDS et
al., 2000).

A expressao para FGF-2 pode ser estimulada pela angiotensina Il in vitro
(STIRLING et al., 1991), que por sua vez regula positivamente a producao de
angiotensina Il e estimula a secrecdo de PGF,, nas células luteais bovina na
fase lutea inicial in vitro (KOBAYASHI et al., 2001).

A ANPT-1 é necessaria para manter e estabilizar os vasos sanguineos,
enquanto a ANPT-2 age como um antagonista para ANPT-1. A baixa relacéo
ANPT-1/ANPT-2 induz a desestabilizacdo de vasos sanguineos, sendo esta um
pré-requesito para a angiogénese, no inicio da fase luteal, e regresséo do CL
(SCHAMS E BERISHA, 2004).
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A administracdo de PGF,, estimula a expresséo mRNA de ANPT-2, e
diminui de mMRNA de ANPT-1. A consequente elevacdo da ANPT-2 inibe a
secrecdo luteinica de P4 e desestabiliza os vasos sanguineos. O ambiente de
baixa relacdo ANPT-1/ ANPT-2 promove a instabilidade dos microvasos e
favorece a regresséo do CL (TANAKA et al., 2004).

As proteinas IGFBP regulam a concentracao livre de IGF, influenciam a
interacéo entre IGF e seus receptores e, consequentemente, podem estimular
ou inibir a agdo do IGF assim como o seu armazenamento. Todos os tipos de
IGFBP (1-6) foram encontrados no CL de bovinos. As IGFBP-3,-4 e -5 tém
suas expressdes aumentadas durante a fase lutea inicial, com tendéncia a
diminuir em seguida (SCHAMS et al.,1999). As IGFBP-1,-2 e -3 inibem o efeito
estimulatério do IGF-1 sobre a producdo de progesterona in vitro,
provavelmente por inibirem a interacdo deste com o IGFR-1 (SAYRE, et al.,
2000; BROWN E BRADEN, 2001).

IGF-1 é encontrado em células luteais grandes e pequenas e em
guantidade limitada nas células endoteliais; o IGF-2 ndo é observado nas
células luteais, mas é encontrado em periocitos de capilares e em fibroblastos
perivasculares de grandes vasos sanguineos (AMSELGRUBER et al., 1994).
No tecido luteal a IGF-1 e -2 tém efeitos estimulatérios sobre a secrecdo de
progesterona e ocitocina em vacas (SAUERWEIN et al., 1992).

Este parece ser um importante mecanismo regulador da lateolise pois 0
IGF-1 luteinico diminui meia horas apds a administracao intra uterina de PGFyq
mantendo-se em baixas concentragbes até 64 horas. Ao mesmo tempo a
expressdo mMRNA para IGFBP-1 aumenta ap0s 2 horas e se mantém alta até
24 horas apés a PGF,, (BERISHA et al., 2010).

2.5 Fatores Vasoativos

Os fatores vaso ativos apresentam funcdes no CL bovino, tanto na sua
formacdo quanto na regressdo. A Endotelina-1 (EDN1) € um potente
vasoconstritor produzidos pelas células endoteliais. Este peptideo liga-se a dois
subtipos distintos de receptores acoplados a proteina G: receptor de endotelina
tipo A (ETR-A) e receptor de endotelina tipo B (ETR-B; MIYAMTO et al., 2009).
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A lutedlise pode ser mediada pela acdo dos receptores tipo B, por promoverem
apoptose, ja receptores tipo A tém funcédo antiapoptotica (FILIPPATOS et al.,
2001).

A EDN1 pode inibir a secrecdo de P4 em bovinos e ovinos, e essa
inibicdo pode ser bloqueada por um antagonista de ETR-A (ATR-A). A
administracdo intraluteal deste antagonista durante a fase Iitea média,
interrompe o efeito luteolitico da PGFy, (HINCKLEY E MILVAE 2001). Isto
sugere que a PGF,, estimula a biosintese de EDN1 em células endoteliais
luteais assim como em sistema de microdialise em CL in vitro e in viv. Por sua
vez a EDN1 aumenta a secrecdo de PGF,, em células luteais (SHIRASUNA et
al., 2004).

Hayashi e Miyamoto (1999) constataram in vitro que na fase luteal média
a Ang Il diminui a secrecdo luteinica de P4, principalmente se associada a
infusdo prévia ou concomitante de PGFy,. O efeito inibitério da Ang Il sobre a
P4, combinado ou ndo com a PGF2q, foi bloqueado pela infusdo de receptores
antagonistas de Ang II.

Existe também uma relacdo entre a liberacdo de PGFy,, Ang Il e EDN1
durante a lutedlise em bovinos. Estas substancias vasoativas parecem interagir
umas com as outras em retroalimentacdo positiva local, para gerar mais
secrecBes de si mesmo e agir na regressdo do CL, acelerando a lutedlise
(SHIRASUNA et al., 2004).

Ao contrario de alguns fatores vasoativos o oOxido nitrico (NO) € um
potente vaso dilatador, tendo origem da L-arginina pela agdo do Oxido nitrico
sintetase (NOS). No CL bovino existem dois tipos de NOS: endotelial NO
(eNOS) e induzivel NO (iNOS; MONCADA et al., 1991).

No CL bovino a NOS é expressa em maior quantidade durante a fase
luteal final, o que esta relacionado com o aumento do fluxo sanguineo. O NO
pode ser um importante mediador da lutedlise em vaca, por inibir diretamente a
secrecao de P4 e induzir a apoptose em células luteais bovinas (SKARZYNSHI
et al., 2003). O CL na fase média, final e de regressdo também apresenta
varias areas positiva para eNOS (SHIRASUNA et al., 2010a).

Durante a fase luteal media, a PGF,, estimula a expressdo mRNA para

eNOS e INOS na area periférica do CL, enquanto que na area central esse
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efeito ndo é observado; esse fendbmeno indica que as diferentes da acdes
agudas da PGFy, ndo dependem somente da fase latea, mas também da
regido do CL (SHIRASUNA et al., 2008; SHIRASUNA et al., 2010b).

O aumento do fluxo sanguineo periférico € um dos primeiros indicadores
fisiologicos da acdo do NO em resposta a PGF,,. Contudo, o NO nédo atua
somente na lutedlise funcional, mas também participa da regresséo estrutural
do CL, modificando a expressdo de proteinas envolvidas com a apoptose
(SHIRASUNA et al., 2010a; SHIRASUNA et al., 2010b).

O NO regula ainda as concentracdo da enzima antioxidante superoxido
desmutase (SOD) nas células endoteliais luteal, dependendo do tempo de
exposigcdo. Inicialmente observa-se a elevagdo da SOD; este aumento
provavelmente representar uma resposta celular de protecdo do CL contra o
estresse oxidativo induzido pela PGF,, durante a lutedlise funcional. Contudo,
mais tarde o NO induz a reducédo de SOD, que por sua vez resulta no aumento
das espécies reativas de oxigénio (ROS), fendbmeno este importante para a
lutedlise estrutural (LEE et al., 2010).
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3 OBJETIVO

Estudar as alteracbes da concentracdo plasmatica de progesterona,
perfusdo sanguinea e volume luteais apO0s administracdo de sub-dose de
cloprostenol sddico (analogo da PGF2,) no sexto dia do ciclo estral em bovinos

da raca Caracu.

3.1 Hipotese cientifica

A administracdo de 83,33 ug (1/6 da dose recomendada) de cloprostenol

sadico IM no D6 do ciclo estral causa lutedlise parcial.
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4 Material e métodos

Este trabalho foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP — Botucatu, no Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria, em parceira com o Laboratorio de Reprodugdo Animal
do Instituto de Zootecnia de Nova Odessa no periodo de junho de 2010 a

janeiro de 2011.

4.1 Animais e instalagcfes experimentais

Foram utilizadas 18 vacas da raca Caracu adultas com atividade ciclica
regular e escore corporal entre 3 e 4 pontos (escala de 0 a 5, HOUGHTON et
al., 1990). Durante o experimento 0s animais permaneceram em piquetes com
capim Braquiaria (Brachiaria decubens), suplementadas com silagem de milho
e com sal mineral e agua ad libitun, seguindo o manejo do Instituto de

Zootecnia.

4.2 Modulo experimental

As coletas de dados foram realizadas em trés moddulos, e cada um
representa 48 horas de coleta. Das 18 vacas, sete foram submetidas a
sincronizacdo de estro para o primeiro modulo e oito para o segundo. Para
compor o terceiro modulo foram utilizadas as trés vacas restantes e mais
guatro que ja tinham sido utilizadas no primeiro médulo (tabela 1).

O inicio de cada mddulo foi marcado pela sincronizacdo da ovulacao e as
vacas foram consideradas aprovadas quando responderam a sincronizagao e
ovularam entre 24 e 36 horas ap6s a ultima aplicacao de Lecirelina (tabela 1).

Um animal do modulo 1 foi descartado por apresentar comportamento
mais agressivo do que os demais, dificultando o manejo e coleta de dados e

outro do médulo 3 por apresentar ovulagédo dupla.
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TABELA 1. Numero das vacas sincronizadas em cada modulo que

responderam ao protocolo e foram utilizadas.

Sincronizadas* Aprovadas** Utilizadas***
Médulo 1 7 7 6
Modulo 2 8 7 7
Médulo 3 8 8 7

*Sincronizadas: animais submetidos ao protocolo de sincronizagdo; **Aprovadas:
animais que ovularam entre 24 e 36 horas apOs a Ultima aplicacdo de Lecirelina;
***Utilizadas: animais submetidos aos tratamentos.

4.3 Sincronizacéo da ovulacao

A cada mobdulo, os animais selecionados foram submetidos a
sincronizagdo do ciclo estral através do seguinte protocolo: Dia -9 (D-9 - inicio
do protocolo): aplicacdo de 50 pg de Lecirelina (Gestran plus®; IM) e
colocacdo de dispositivo intravaginal de P4 (DIB®?); D-2,5: aplicacéo de 500 ug
de cloprostenol sédico (Sincrocio®™, IM); D-2: aplicacdo de 250 ug de
cloprostenol sédico (Sincrocio®, IM) e retirada do dispositivo intravaginal de P4;
e DO: administracdo de 50 pg de Lecirelina (Gestran plus®, IM). Posteriormente
a administracdo da ultima dose de Lecirelina os ovéarios de todas as vacas
foram examinadas a cada 6 horas até a detec¢cdo da ovulacdo, através de
ultrassonografia transretal (Mindray DP 3300 Vet®) com transdutor de 7,5 MHz

(dia da ovulacéo = dia 1 do ciclo estral).

! Gestran Plus® —Tecnopec - S&o Paulo — Brasil

> DIB® - Syntex - Argentina

® Sincrocio: Ouro Fino — S&o Paulo — Brasil

* Mindray DP 3300 Vet® - Shenzhen Mindray Bio — Medical eletronics CO Ltd, Keji, China
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4.4 Grupos experimentais

Nos trés médulos as vacas receberam tratamento no D6 do ciclo estral e
dentro de cada modulo foram divididas aleatoriamente entre os tratamentos 1,
2e3:

Grupo 1 — Controle D6 (n=6): 2 mL de solucao fisiolégica (0,9%) IM.

Grupo 2 — Duas doses convencionais no D6 (n=6): 2 doses de 500 ug de
cloprostenol sodico (Sincrocio®, IM) aplicadas com intervalo de 2 horas.

Grupo 3 — 1/6 da dose convencional no D6 (n=7): 83,33 ug de cloprostenol
sédico (Sincrocio®, IM).

Devido o pequeno volume da dose a ser administrado no grupo 3 (0,33 mL)
esta foi diluida em 1,0 mL de solugéo fisiologica (0,9%).

A determinacao do dia do ciclo e a dose de cloprostenol empregados no
projeto foram determinadas a partir de estudos anteriores ndo publicados que
testaram as doses de %, 1/6 e 1/8 da dose recomendada de cloprostenol pelo
fabricante para a indugdo da lutedlise em bovinos. A dose de 1/6 e a sua
administragdo no sexto dia do ciclo estral foram escolhidos por serem a
combinagdo que mais consistentemente desencadeou a diminui¢do inicial e a
posterior recuperacdo da concentracdo plasmatica da progesterona nos

animais tratados.

4.5 AvaliagOes ultrassonograficas

Imediatamente antes do tratamento (momento 0) e posteriormente a
cada 8 horas por 48 horas (momento 48) os animais foram submetidos a
avaliagbes ultrassonograficas transretais nos modos B (usando transdutor
multi-frequencial - 5 a 9 Mhz) e Power Doppler (transdutor linear endocavitario
de banda larga LV5-9CDn, 60 mm - SONOACE PICO®’). O exame
ultrassonogréfico em modo-B do CL baseou-se nos principios, técnicas e
interpretacdo descrito por Ginther (1998). Nesse exame realizou-se a avaliagdo

do aspecto geral do corpo Iuteo e foi determinado o seu volume empregando-

> SONOACE PICO® - Medison do Brasil Ltda — Brasil
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se recurso do préprio equipamento que realiza esse calculo a partir de trés
medidas do didmetro (vertical, horizontal e obliqua) realizadas na secao de
maior tamanho.

A ultrassonografia modo-Power Doppler foi utilizada para avaliar a
perfusdo sanguinea do CL, de acordo com o descrito por Ginther (2007). Para
permitir a comparacéo dos resultados, o ajuste do equipamento nao foi alterado
durante todos os modulos experimentais. A perfusdo sanguinea do CL foi
avaliada de forma subjetiva, levando em consideracdo a porcentagem (0 a
100%) de tecido luteal com pontos coloridos. No caso de CLs cavitarios, o
codgulo central ndo foi levado em consideracdo durante a avaliacdo. Os
exames ultrassonograficos foram gravados em computador portatil (Acer) por
meio da placa de captura de video USB (Pinnacle®®) para posterior

conferéncia dos dados obtidos.

4.6 Colheita de sangue e determinacao das concentracdes plasmaticas
de P4.

ApoOs cada exame ultrassonografico amostras de sangue foram colhidas
por puncéo dos vasos coccigeos utilizando agulha (BD Vacutainer®’ 25x8 mm)
e tubo de 10 mL heparinizados (BD Vacutainer®), acondicionadas em caixa
térmica com gelo, transportadas para o laboratério e imediatamente
centrifugadas a 2500 X g por 15 minutos. O plasma obtido foi acondicionado
em criotubos de 1,5 mL identificados e armazenado em freezer a -20°C.

As amostras foram quantificadas quanto as concentracoes de
progesterona pelo método enzimatico de imunoquimioluminescéncia utilizando
o kit especifico (Immulite Progesterone®®) para o aparelho Immulite® 1000
com sensibilidade de 0,2 ng/ml. O coeficiente de variagdo inter e intra-ensaio
foram de 8,1 e 6,8%, respectivamente. As dosagens foram realizadas no
Laboratério de Reproducéo Animal da ESALQ Piracicaba.

® Pinnacle® - Pinnacle Data System, Inc - EUA

’ Vacutainer - BD Diagnostics - Preanalytical Systems — S&o Paulo - Brasil

¥ Immulite Progesterone@8 - DPC - EUA

° Immulite® 1000 — Immunoassay System — Siemens Healthcare Diagnostics Inc - EUA
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4.7 Anélise estatistica

Para analise de dados foram usadas 119 amostras para P4 e perfuséao
sanguinea, e 116 para volume luteal. Os dados foram submetidos a analise de
variancia tendo como causa de variagdo momento e tratamento, conforme
procedimento descrito no programa GLM do PASW Statistics® 18. Para
diferencas entre as meédias foi aplicado o teste TUKEY com 5% de
probabilidade.
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5 RESULTADOS

5.1 Sincronizagéao de estro

Das 23 sincronizacdes de estro realizadas, em 22 (95,65%) foi
observada ovulacédo entre 24 e 30 horas ap0és aplicacdo da segunda dose de
Lecirelina e sendo que em uma delas (1 vaca do moédulo 3) ocorreu ovulagéo

dupla

5.2 Concentracdo plasméatica de progesterona, perfusdo sanguinea e
volume luteal

Os resultados da concentracao plasmatica de P4, perfusdo sanguinea e
volume luteais dos grupos experimentais, estdo representados na forma de
média e erro padrdo, respectivamente, nas tabelas 2, 3 e 4 e na forma de
média e valores individuais na figuras 1 (Grupo controle — salina), 2 (Grupo
lutedlise — 2 doses de 500 pg de cloprostenol sodico) e 3 (Grupo lutedlise
parcial — 83,33 ug de cloprostenol sodico).

Os tratamentos influenciaram as concentracdes plasmaticas de P4
(tabela 2) que variou de modo diferente nos trés grupos experimentais
(p<0,001). Nos animais que receberam injecdes intramusculares de solucao
salina (G1), as concentracdes de P4 nédo se alteraram ao longo do periodo de
observacéo.

As concentragfes de P4 foram influenciadas nos animais que receberam
o tratamento 2 (duas doses de 500 pg de cloprostenol soédico p<0,001); cinco,
das seis vacas tratadas, apresentaram a partir de 16h apds a administracéao
valores iguais ou menores que a metade dos observados no momento O e
mantiveram o padrdo de diminuicdo até 48h, quando todas apresentavam P4
abaixo de 1,0 ng/mL. Em uma vaca a P4 diminuiu até 16h e voltou a aumentar
ao longo das observacbes (figura 2). A falha na lutedlise observada nesse
animal alterou os resultados do grupo que teve ao final do periodo experimental
P4 média de 0,88 ng/mL, que nao diferiu da observada no momento 0 (p>0,05).

Quando os dados foram analisados excluindo-se esse animal esse efeito
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desapareceu e os valores médios da P4 ao final do periodo experimental, que
foram de 0,51ng/mL, foram inferiores dos observados na hora 0.(p<0,05)

Nos animais que receberam injec¢des intramusculares de 83,33 pg de
cloprostenol sadico, as concentracfes de P4 também foram influenciadas pelo
tratamento (p<0,001); das sete vacas desafiadas, seis apresentaram, 16h apds
a administracao, valores menores gque os inicialmente observados. Contudo, a
partir desse momento as concentracfes voltaram a aumentar alcancando
valores semelhantes ou maiores que os inicialmente observados (figura 3). No
animal remanescente as concentracbes plasméaticas de P4 continuaram a
decrescer e no momento 48 encontraram-se abaixo de 1,0 ng/mL. A lutedlise
total observada nesse animal influenciou os resultados do grupo que teve ao
final do periodo experimental P4 média de 1,80 ng/mL, que n&o diferia da
observada no momento 16 (p>0,05), momento em que foram observadas as
menores concentracdes médias de P4. Quando os dados foram analisados
excluindo-se esse animal esse efeito desapareceu e os valores médios da P4
no final do periodo experimental, que foram de 2,03 ng/mL, foram superiores
dos observados na hora 16.(p<0,013)

Quando analisado perfusdo sanguinea luteal, foi observada diferenca
entre os tratamentos; 1 e 2 (p<0,001), e 2 e 3 (p<0,002), contudo, entre 1 e 3
nao houve diferenca (tabela 3). No tratamento 1 e 3 n&o foram observadas
diferencas na perfusdo sanguinea entre as horas. No tratamento 2 a perfuséo
sanguinea diminuiu apenas no momento 48.

O volume luteal foi influenciado apenas pelo tratamento 2 (p<0,02); e os
valores médios observados nesse grupo no momento 48, foram menores que
os inicialmente observados (p=0,019). Nos demais grupos o volume luteal
manteve-se inalterado ao longo do periodo experimental (p>0,05).
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TABELA 2: Valores médios e erro padrdo das concentracfes plasmaticas de
progesterona (ng/mL) de vacas da raca Caracu apGs o tratamento no sexto dia
do ciclo estral com solugéo salina (G1), duas doses de 500 pg de cloprostenol
sédico com intervalo de 2 horas (G2) e 83,33 ug cloprostenol sodico (G3).

Grupos
Horas - c =
Gi1* G2 G2 G3® G3B
0 2,47+0,422  1,57+0,25% 1,72+0,262 1,97+0,212 1,98+0,192
8 2,68+0,492  0,95+0,16%®°  1,05+0,17%®  1,45+0,12%®  1,48+0,10%
16 2,58+0,282 0,59+0,13° 0,65+0,12° 1,24+0,10° 1,20+0,10°
24 3,30+0,562  0,57+0,12° 0,73+0,18%°  1,73+0,15*  1,64+0,18*
32 3,45+0,352 0,48+0,08° 0,67+0,21®®  1,84+0,16%®  1,77+0,19%
40 3,28+0,462  0,58+0,05° 0,83+0,25%®  1,79+0,12%®  1,72+0,14%
48 3,59+0,552 0,51+0,11° 0,88+0,38%" 2,03+0,052 1,80+0,27%

____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________}
Letras minasculas na mesma coluna representam diferencas entre momentos (p<0,05) e letras
mailsculas sobrescritas na mesma linha representam diferencas entre tratamentos (p<0,05). * valores
médios e erro padrdo excluindo-se os dados de um animal do grupo que ndo apresentou lutedlise.

**valores médios e erro padrao excluindo-se os dados de um animal do grupo que apresentou lutedlise.

TABELA 3: Valores médios e erro padrao da perfusdao sanguinea luteal (%) de
vacas da raca Caracu apés o tratamento no sexto dia do ciclo estral com
solucdo salina (G1), duas doses de 500 pg de cloprostenol sédico com
intervalo de 2 horas (G2 ) e 83,33 ug cloprostenol sédico (G3).

Grupos
Horas G1A G2®" G2° G3™" G3*
0 39,245,972 32,043,748  34,17+43,75%  35,8+5392  36,43+2,812
8 37,544,032 33,045,612 35,00+5,00° 34,2+43,00° 35,00+3,00°
16 35,8+3,00° 27,0+4,06® 29,17+3,96% 30,8+2,392  32,14+2 39"
24 35,044,082 24,0£2,92% 23,33+2,47* 26,7+5,11% 27,86%4,08"
32 40,044,282  21,0#4,0°  20,00+#3,42°° 32,543,822  30,71+3,33°
40 37,5+4,412 15,0+3,16® 16,67+3,07* 33,3%3,572 33,57+3,35°
48 33,334,412  14,0+3,32° 14,17+2,71° 32,5+4,612  32,14+3,96°

Letras mindsculas na mesma coluna representam diferencas entre momentos (p<0,05) e letras
maiusculas sobrescritas na mesma linha representam diferengas entre tratamentos (p<0,05). * valores
médios e erro padrdo excluindo-se os dados de um animal do grupo que ndo apresentou lutedlise.
**valores médios e erro padrao excluindo-se os dados de um animal do grupo que apresentou lutedlise.
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TABELA 4: Valores médios e erro padrdo d volume luteal (cm®) de vacas da
raca Caracu ap0s o tratamento no sexto dia do ciclo estral com solu¢do salina
(G1), duas doses de 500 ug de cloprostenol soédico com intervalo de 2 horas
(G2) e 83,33 ug cloprostenol sodico (G3).

Grupos
Horas n o
Gia G2B G2B G3® G3®
0 2,24+0,312 3,330,722  3,46+0,62 2,54+0,612  2,55+0,562
8 2,78+0,342  2,1242,12% 2,28+0,34*® 2,12+0,462  2,09+0,422
16 2,86+0,402  1,90+0,10® 1,90+0,10® 1,92+0,232  1,87+0,212
24 2,55+0,282  1,62+0,29%° 1,89+0,36°® 1,49+0,322  1,49+0,312
32 2,83+0,328  1,540,39%® 1,75+0,40®® 2,23+0,572  2,30+0,522
40 3,12+0,322  1,59+0,50%® 1,63+0,39®® 2,060,312  2,07+0,222
48 2,95+0,22a  1,22+40,35° 1,37+0,32° 2,20+0,462  2,24+0,442

Letras mindsculas na mesma coluna representam diferencas entre momentos (p<0,05) e letras
maiulsculas sobrescritas na mesma linha representam diferencas entre tratamentos (p<0,05). * valores
médios e erro padrao excluindo-se os dados de um animal do grupo que ndo apresentou lutedlise.
**valores médios e erro padrao excluindo-se os dados de um animal do grupo que apresentou lutedlise.
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FIGURA 1: Valores médios (A) e individuais (B, C, D, E, F e G) da
concentracdo plasmatica de progesterona (ng/mL - ), volume (cm>- --m--) e
perfusdo sanguinea luteais (% - —A—) de vacas da raca Caracu nos diferentes
momentos (horas) apos injecao intramuscular de solugéo salina no D6 (Grupo

controle — n=6) .
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FIGURA 2: Valores médios (A e B — valores médios excluindo-se os dados do
animal que ndo apresentou lutedlise) e individuais (C, D, E, F, G e H) da
concentracéo plasmatica de progesterona (ng/mL - ¢, volume (cm®- --m--) e
perfusdo sanguinea luteais (% - —A—) de vacas da raca Caracu nos diferentes
momentos (horas) apés injecdo intramuscular de duas doses de 500 pg de
cloprostenol sodico no D6 (Grupo Lutedlise n=6) (* = p<0,05).
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FIGURA 3: Valores médios (A e B — valores médios excluindo-se os dados do
animal que apresentou lutedlise) e individuais (C, D, E, F, G, H e 1) da
concentracdo plasmaética de progesterona (ng/mL - ¢, volume (cm*- --m--) e
perfusdo sanguinea luteais (% - —A—) de vacas da raga Caracu nos diferentes
momentos (horas) apoés injecdo intramuscular de 83,33 pg de cloprostenol
sédico no D6 (Grupo lutedlise parcial n=7) (* = p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Os resultados observados quanto a sincronizagdo da ovulagao
demonstraram que o protocolo adotado foi eficiente para animais da raca
Caracu, sendo que 95,45% dos animais ovularam entre 24 e 30 horas apos a
inducdo da ovulagéo pela administracdo de Lecirelina. Fricke et al. (1998)
observaram uma taxa de ovulacdo de 83,1 % apos a ultima administracao de
50 ug de GnRH, utilizando protocolo “OVSYNCH”.

A resposta ao tratamento 2 foi como o esperado; na maioria dos animais
(5/6) observou-se a diminui¢do da P4, perfusdo sanguinea e volume luteal ao
longo do periodo experimental. A diminuicdo da producdo de P4 apds a
administracdo de PGF2a. ou de seus analogos € explicada pela diminuicdo da
expressdo da StAR, da 3-HSD e de IGF-1 e IGF-2 (MYAMOTO et al., 2009). A
diminuicdo da vascularizacéo relaciona-se ao aumento da expressao de fatores
vasoativos, tais com END1 e ANG Il (HAYASHI et al., 1999), e a diminui¢cdo do
volume luteal é causada pela morte celular, apoptose e degeneragdo de tecido
luteal (NISWENDER et al., 2000; NISHIMURA et al., 2008).

Entretanto, alguns animais individualmente apresentaram respostas
inesperadas aos tratamentos experimentais, tais como uma vaca (16,66%) do
Grupo 2 (2 doses de 500 pg de cloprostenol sodico) que nao apresentou
lutedlise; apesar da diminuic&o inicial, a P4 voltou a aumentar alcangando ao
final do periodo experimental concentracdo plasmatica de 2,72 ng/mL.

Resultados semelhantes ao do presente estudo relacionados a auséncia
de lutedlise em fémeas bovinas submetidas ao tratamento com duas doses de
PGF2a no D5 (95% de lutedlise em vacas Angus x Simental ; Bridges et al.,
2008) ou uma dose no D7 (75% em novilhas de Holandesas; Pursley et al.,
1995) ou no D9 (86,9% em vacas Nelore; Meira et al., 2006) s&o descritos na
literatura cientifica.

As diferentes respostas luteoliticas observadas no presente estudo

podem estar relacionas a dois fatores; a imaturidade luteinica, e a consequente
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insensibilidade as prostaglandinas, ou a sensibilidade individual dos animais a
este hormonio.

Wiltbank et al. (1995) observaram que a falta de responsividade do CL
inicial (3 — 4 dias dia pds-ovulacdo) a PGF2a, ndo relaciona-se a deficiéncia de
afinidade dos seus receptores. Outros fatores estdo envolvidos na sensibilidade
do CL, tais como a expressao intraluteal de ET-1, ETA, StAR, P450scc e COX-
2. As expressoes desses fatores e enzimas aumentam ao longo da fase luteal.
Contudo, a administracdo de PGF2a em animais a partir do quinto dia do ciclo
estral desencadeia a diminuicdo da expresdo da StAR e P450scc e o aumento
da expressdo de ET-1, ETA e COX-2. Essas alteracbes estao,
respectivamente, relacionas com a lutedlise funcional e estrutural (MYAMOTO
et al., 2009). Levy et al. (2000) e Chouldhary et al. (2004) em estudo
realizados, respectivamente, in vitro e in vivo confirmaram os achado de
Wiltibank et al. (1995) ao observarem que 4 e 24 horas apos aplicacdo de
PGF2a no D4, a expressao desses fatores nao diferiu do controle, ao contrario
do observado quando aplicada no D10. Levy et al. (2000) ainda constatou que
células luteais obtidas de CL inicial incubadas com LH, PGF2a ou ambos,
aumentaram a sintese de P4 apds 5 horas. Miyamoto et al. (2009) também
relatam que na fase inicial o CL imaturo responde ao desafio com PGF2a
aumentando a sua secrecéao de P4.

Esses achados sugerem que a falha de lutedlise observada neste estudo
nao relacionou-se a imaturidade luteinica, posto que no animal do grupo 2 que
nao apresentou lutedlise observou-se comportamento oposto, pois a P4
diminuiu inicialmente e posteriormente voltou a aumentar, da maneira
caracteristica a observada nos casos de lutedlise parcial (figura 2).

A segunda hipotese, a da sensibilidade individual é reforcada pelo
comportamento apresentado pela vaca submetida ao tratamento 3 (83,33 ug
de cloprostenol sédico) que apresentou lutedlise, ainda que os valores de P4
tenham se tornado menores que 1,0 ng/mL apenas 48 horas apds o
tratamento. A variabilidade individual foi também observada por Meira et al.
(2006) que observou taxas de lutedlise de 69,6%, 20,8% e 4% em vacas
Nelore no D9 empregando, respectivamente, metade, ¥4 e 1/10 da dose de

luprostiol (Prosolvin®) recomendada pelo fabricante (15 mg)
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Semelhante ao observado no grupo Lutedlise as concentracdes
plasmaticas de P4 no grupo Lutedlise parcial diminuiram até 16h, quanto
atingiram valores préximo a 1 ng/ml; a partir desse momento aconteceu o
resgate da funcdo Iuteinica evidenciado pelo retorno da P4 a valores
semelhantes aos observados inicialmente (Oh). A recuperacdo da funcgéo
secretodria do CL é descrita na literatura.

Meira et al., (2006) aplicando ¥ da dose convencional de PGF2a no D9
observaram o mesmo fendbmeno em vacas Nelore. Shrestha et al. (2010)
também documentaram o fenbmeno da recuperacdo lutea em novilhas
holandesas desafiadas no D10 com infusdes intra-uterinas continuas de 0,5 mg
de PGF2a (dinoprost) por 2 h e verificaram que apesar da diminuicdo da P4 ter
inicialmente 0 mesmo comportamento observado nos animais que tiveram
lutedlise, com 48 h os valores eram similares aos observados antes do desafio.

Apesar do resgate da funcdo luteal no grupo Lutedlise parcial, as
concentracbes plasmaticas de P4 deste grupo ndo alcancou valores
semelhantes as observadas no grupo Controle 48 horas apdés tratamento. Esse
resultado demonstrou que a recuperacao luteinica da capacidade secretéria de
P4 nao foi total até 48 h apds o desafio e que o tratamento prejudicou o
desenvolvimento normal do CL. Contudo, dos animais desafiados com sub-
dose de PGF2a, 57,14% (4/7) apresentaram a diminuigdo inicial e posterior
aumento da P4 que atingiu concentragcbes superiores as inicialmente
observadas. Esse padrédo de aumento individual da concentragcdo desse
horménio observado durante o periodo experimental sinaliza a possibilidade
gue recuperacao total do potencial secretério de P4 ocorra ap6s um tempo
maior.

As variac6es médias da perfusdo sanguinea e o volume do CL no grupo
Lutedlise acompanharam as variacdes observadas na P4 quando os dados
foram analisados excluindo-se do grupo o animal que apresentou a
recuperacdo da funcéo luteinica (aumento da P4). Esse acompanhamento
contudo foi assincrono, visto que a P4 apresentou-se diminuida a partir de 16
horas e a perfuséo s6 diminuiu 48 horas ap6s o desafio. De modo semelhante
ao observado neste estudo, Ginther (2007) descreveu que animais submetidos

a injecdes sistémicas e intra-uterinas de PGF2a apresentam diminuicdo da
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concentracdo plasmatica P4 24 horas antes de serem observadas varia¢des na
perfusdo e volume luteais.

O comportamento assincrono entre P4 e perfusdo sanguinea pode
também ser observado de modo individual em quatro (80%) animais do grupo 2
que apresentaram lutedlise. Em apenas uma (20%) vaca que apresentou
lutedlise, observou-se sincronia nas alteracdes observadas entre P4, perfuséo
sanguinea e volume luteal.

Os valores médios da P4 no grupo lutedlise parcial apresentou o menor
valor na hora 16, quando a concentracdo de P4 estava reduzida em 39,4% em
relacdo aos valores iniciais (p=0,025). Para os valores médios relacionados a
perfusdo sanguinea e volume luteal observaram-se os menores valores na
hora 24, quando apresentaram reducéo de 25,41% e 41%, respectivamente;
Contudo, essas reducdes ndo foram estatisticamente significativas (p=0,643 e
p=0,437,respectivamente). Ao final do periodo experimental o valor da P4 foi
de 103,4% acima do inicial (tabela 2).

Shrestha et al. (2010) observaram uma reducéo de quase 50% da P4 24
horas apo6s tratamento com infusdo continua de 0,5 mg de PGF2a, e um
aumento de 25% 24 horas apos os valores terem alcancados o ponto minimo.

Analisando individualmente os dados do grupo lutedlise parcial foi
observado sincronia nas modificacdes relacionadas a perfusdo sanguinea e
volume luteal em apenas 2 de 7 animais.

De forma geral os tratamentos influenciaram os grupos, visto a que a P4
foi diferente em todos os tratamentos, contudo, a perfusdo sanguinea foi igual
entre 0os grupos lutedlise parcial e controle. A permanéncia inalterada da
perfusdo sanguinea e volume luteais pode ser um sinal importante de que a
luteolise ndo se completard e que a funcdo latea sera recuperada, pois nao
foram desencadeados os processos relacionados a lutedlise estrutural, que
ocorre depois da funcional (GINTHER et al., 2007; MIYAMOTO et al., 2009).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A administracdo de 1/6 da dose de cloprostenol desencadeou o
fendbmeno da lutedlise parcial em vacas Caracu no D6 do ciclo estral. De
maneira geral observou-se nesses animais a diminuicdo e posterior
recuperacgdo da capacidade secretorio de P4.

Apesar das alteracdes iniciais da P4 observadas no grupo luteodlise
parcial terem sido semelhantes as observadas no grupo lutedlise, elas foram
reversiveis e, portanto, sinalizam que as modificacdes luteinicas pos-exposicao
a PGF nao foram completas ou irreversiveis.

A rapida recuperacao luteinica (primeiras 32 horas apds o tratamento)
sugere que o desafio com sub-doses de cloprostenol promoveu de modo
temporario e reversivel a modificacdo dos fatores relacionados a diminuicdo da
esteroidogénese luteinica (BERISHA et al.,, 2010). Contudo, as alteracdes
observadas ndo devem ter promovido modificacBes importantes na expressao
dos fatores angiogénicos relacionados ao desencadeamento do processo de
lutedlise estrutural, tais como a diminuicdo da expressdo do VEGF, FGF2,
aumento da relacdo ANPT2/ANPT1 e diminuicdo do IGF-1, -2 (SHIRASUNA et
al., 2010)

Portanto, para a ocorréncia do fenébmeno da lutedlise parcial, e do
consequente resgate da funcgéo luteal, € importante que as reacdes intraluteais
desencadeadoras do processo luteolitico sejam incompletas.

A produgéo intraluteal de PGF2a é um importante fator luteolitico, pois
retroalimenta as alteracbes dos fatores vaso ativos, angiogénicos e
depressores da esteroidogénese, que por sua vez aumentam ainda mais a
producdo de PGF2a e assim subsequentemente, até um ponto irreversivel a
partir do qual CL é funcional e morfologicamente destruido (Acosta e Miyamoto,
2004).

Provavelmente na lutedlise parcial a cascata luteolitica é interrompida
antes que ocorra uma producéo importante de PGF2a intra-luteal.

No periodo luteolitico observa-se que apds aos pulsos de LH acontece
uma recuperacao transitoria da concentracdo de P4 (GINTHER et al., 2010a).
Contudo, a medida que as reag¢fes luteoliticas intra-luteais se desenvolvem
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essa resposta € progressivamente menor. Essa resposta provavelmente
relaciona-se as célula luteais pequenas que respondem ativamente a
estimulacéo pelo LH secretando P4 (REKAWIECKI et al., 2005).
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8 CONCLUSAO

A dose de 83,33 ug de cloprostenol sodico aplicado no sexto dia do ciclo
estral causa lutedlise parcial em bovinos da raca Caracu.

A lutedlise parcial € caracterizada pela diminuigcdo nas concentragfes de
P4 nas primeiras 16 horas, seguida do resgate da funcao luteal nos momentos
seguintes; quarenta e oito horas ap6s o desafio com 83,33 ug de cloprostenol
sédico a concentracdo plasméatica de P4 retorna a valores semelhantes aos

observados inicialmente.
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RESUMO

A cascata luteolitica inicia-se com o0 aumento da expressdo de receptores endometriais
de ocitocina pelo estradiol folicular. Nos animais ndo gestantes a ligacao e estimulagdo desses
receptores pela ocitocina hipofisaria e Iuteal desencadeia a secre¢do endometrial de PGF2a. A
mesma alcanga a circulacdo ovariana e no corpo lateo modifica a expressdo de fatores
angiogénicos (VEGF, FGF, ANPT-1 e 2, IGF e IGFBP) e vasoativos (EDN1, Ang e NO). Esses
fatores inicialmente interagem com a PGF2a para diminuir a capacidade do CL de secretar
progesterona (lGteolise funcional) e posteriormente causar uma séria de alteracdes locais que

resultam em apoptose e destruicdo do tecido luteal (lutedlise estruural).

Palavras-chaves: lutedlise, fatores angiogénicos, vasoativos, bovinos.

ABSTRACT

The luteolysis began with ocitocin endometrial receptors expression increase by follicular
estradiol. In non pregnant females the receptors binding and stimulation by hypophyseal and

luteal ocitocin are responsible for the initial PGF2o endometrial secretion. This hormone goes to
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the ovarian circulation and modifies the angiogénic (VEGF, FGF, ANPT-1 e 2, IGF e IGFBP)
and vasoactive (EDN1, Ang e NO) factores expression in corpus luteum. These factors initially
interact with PGF2a for decrease the CL capacity of progesterone secretion (funcional
luteolysis) and posteriorly cause local modifications resulting luteal tissue destruction and

apoptosis (structural luteolysis).

Key words: luteolysis, angiogenic factors, vasoactive cattle.

INTRODUCAO

O corpo lateo (CL) é uma glandula endécrina temporaria que tem como principal
funcdo a secrecdo de progesterona, responsavel pela preparacdo do Utero para o inicio e
manutencao da gestacdo (SIQUEIRA et al., 2008). Existem dois tipos de células que compdem
0 CL, as células esteroidogénicas e as células ndo esteroidogénicas, que sdo os fibroblastos,

células do sistema imune, endotélio e musculos lisos (O’SHEA et al. 1989).

Nos bovinos o CL sofre regressao morfoldgica e funcional entre 15 a 17 dias apés a
ovulagdo devido a secre¢do endometrial de PGF2a (THATCHER et al., 1986). A lutedlise
funcional é caracterizada pelo rapido declinio nas concentra¢fes plasmaticas de progesterona
nas primeiras 8 a 12 horas apos a secrecdo de PGF2a (GINTHER et al., 2010a). A luteolise
estrutural relaciona-se com a diminuicdo de tamanho e perda de peso do CL em consequéncia

da apoptose das suas células (NEUVIANS et al., 2003, TANIKAWA et al., 2005).

O CL bovino produz vérios fatores angiogénicos, como fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF), angiopoetina (ANPT-1 e -2) e fator
de crescimento semelhante a insulina (IGF), responséaveis pela formacdo de novos vasos
sanguineos; também possui fatores vasoativos como endotelina-1 (EDN1), angiotensina Il (Ang

I) e o 6xido nitrico (NO), responsaveis pelo fluxo sanguineo. Estes fatores participam da
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regressdo luteal promovendo aumento de PGF2a ou diminui¢do de P4 (MIYAMOTO et al.,

2005).

O objetivo deste trabalho é revisar o envolvimento dos fatores angiogénicos e vasoativo

no processo de lutedlise em bovinos.

PROSTAGLANDINA

As prostaglandinas (PGs) sdo importantes mediadores de varias fungdes reprodutivas na
fémea incluindo lutedlise, ovulagdo e reconhecimento materno da gestacdo. O endométrio
bovino secreta PGEs e PGF,, durante todo o ciclo estral, mas o padrdo de secre¢cdo modifica-se
ao longo desse. A PGF2a tem sido identificada como luteolitico natural em varias espécies de
mamiferos (WAITE et al., 2005). Produzida no endométrio, alcanga a circulacdo venosa uterina
e por meio de mecanismo contra-corrente (que envolve transporte ativo), passa ao sistema
arterial ovariano, onde produz vasoconstri¢do e, consequentemente, lutedlise (CUNNINGHAM,
2004).

Nos bovinos, entre os dias 15 e 17 do ciclo, periodo critico de iniciacdo da lutedlise,
ocorre importante aumento da secrecdo endometrial de PGF,, na auséncia de um embrido viavel
(TANIKAWA et al., 2005). Contudo, quando estabelecida a prenhez, as prostaglandinas E1 e
E2 desempenham importante funcdo de manutencéo do corpo liteo evitando a queda de P4. Em
ovelhas o PGE; aumenta os receptores de LH no tecido caruncular e luteal, prevenindo a
conversao de PGE, em PGF,, (WEEMS et al., 2010)

A luteodlise é desencadeada pelo aumento da amplitude dos pulsos de PGF2o.
Inicialmente observam-se picos (2-3) de secrecdo que elevam a concentracdo plasmética de
PGFM a valores >100-125 pg/mL. Subsequentemente, observa-se grande aumento da
magnitude do pulso e a PGFM alcanga valores em torno de 550 pg/mL. Nesse momento o fluxo
sanguineos ovariano e a sintese de P4, que ja se encontram em declinio, apresentam subita

elevacgdo por duas horas e voltam a declinar progressivamente até a P4 alcancar valores menores
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que 1 ng/mL. Durante o periodo de declinio continuam acontecendo picos de secre¢do de
PGF2a, contudo a amplitude dos mesmos diminui progressivamente. Os pulsos sequenciais
acontecem a cada 9-12 horas, duram em média 4 horas e o processo todo tem duracdo
aproximada de 30 horas (MIYAMOTO et al., 2005; GINTHER et al., 2007; GINTHER et al.,
2010b).

As répidas alteracBes observadas no padréo de secrecdo de P4 durante a lutedlise ndo
sdo acompanhadas de modificacdes do CL gque somente ap6s 12 horas tem seu volume reduzido
pela metade (ACOSTA & MIYAMOTO, 2004).

O corpo lateo dos bovinos possui receptores especificos para PGF2a, contudo a
afinidade desses receptores € maior entre o 13° ao 20°. A administracdo de PGF2a em ovelhas e
novilhas na fase média do ciclo estral causa, de 4 a 12 horas ap6s sua administra¢do, diminui¢do
significativa no mRNA luteinico da proteina reguladora aguda da esteroidogénica (StAR),
responsavel pelo transporte de colesterol citoplasmatico para o interior da mitocéndria (WAITE
et al., 2005).

A ligacdo da PGF2a a seus receptores na membrana das células luteais esteroidogénicas
também estimula a atividade da Proteina Kinase C, que interrompe a producdo de P4 de
diversas maneiras: diminuindo a captacao e o transporte de colesterol para o citoplasma e para a
mitocdndria, promovendo retroalimentacdo negativa dos receptores de LH e, possivelmente,
aumentando a expressdo e ativacdo das proteinas envolvidas nos processos de apoptose
(revisado por BERTAN et al., 2006).

O fator de necrose tumoral (TNFa) tem efeitos estimulatorios na liberacdo de PGF2a na
fase lutea tardia do ciclo e interfere na producéo in vitro de progesterona por células luteinicas
bovinas. A exposi¢do endometrial simultanecamente ao TNFa e OT apresenta efeito
estimulatdrio sobre a liberagdo de PGF2a (MIYAMOTO et al. 2000). Outra citocina a estimular
a produgdo de PGFa ¢ a interleucina-1p (IL-1B), porém a progesterona em alta concentra¢do

inibe esse efeito (NOTHNICK & PATE, 1990).
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Outra substancia que tem participacdo no processo de regressdo do CL é a proteina
quimiotatica para mondcito-1(MCP-1); presente nas células endoteliais de corpo lateo bovino, *
é responsavel pela migracéo de células imune (mondcitos, macréfagos e linfécitos T) do sangue.
O aumento desta proteina ocorre no momento da lutedlise influenciado pelo TNFa e IFN-y e

ndo pela PGF2a (CAVICCHIO et al., 2002).

OCITOCINA

Em vacas a aplica¢do de ocitocina (OT) exdgena causa a liberacdo de PGF2a e a
regressao prematura do CL. Contudo, isso s6 ocorre a partir do dia 15 do ciclo estral, época
esperada da lutedlise, devido a expressdo dos receptores endometriais de ocitocina
(ROBINSON et al., 2001).

Ha relatos de quantidades relativamente grandes de ocitocina no CL de vacas. A
administra¢do de diversos analogos de PGF2a causa elevagdo de ocitocina plasmatica que
atinge pico em 15-20 mim. A partir de estudos realizados em ovinos, hipotetizou-se a elevagdo
de ocitocina tinha origem na secrec¢do do CL. Estudos posteriores realizados em ovelhas e vacas
mostraram que o0 gene para ocitocina era totalmente expresso no CL em desenvolvimento logo
apo6s ovulacdo, confirmando assim que a sintese de ocitocina ocorria no CL de ruminantes
(revisado por McCRACKEN, 1999).

Assim, a PGF2a estimula a secrecdo de ocitocina pelo CL e a ocitocina, por sua vez,
estimula a secre¢do de PGF2a no utero. Esses dois hormdnios compreendem um mecanismo de
retroalimentacdo positiva que atua entre o Utero e o CL para reforcar a regressao luteal.
Contudo, existem evidéncias de que, no inicio da fase lGtea, a ocitocina pode ser um importante
fator luteotrépico (SHIRASUNA et al., 2007).

O mecanismo responsavel pela produgdo de PGF2 a € consequente a ligagdo da OT com
seus receptores especificos no Gtero, que ativa a fosfolipase C e a liberacdo de inositol fosfatase
(IP) e diacilglicerol (DAG), fazendo com que ocorra uma mobilizacéo intracelular de Ca® +,

acompanhada pelo aumento da secre¢do de PGF2a (DURAS et al., 2005).
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Entre os dias 17-20 do ciclo encontra-se pequena quantidade de OT no CL em relacéo a
outros dias do ciclo, porém neste mesmo periodo ha uma maior expressdo de mMRNA para
receptor de OT (OTR; REKAWIECKI et al., 2010) As concentracfes de OT no CL tém a queda
acentuada (cerca de 90%) em 0,5 e 2 horas apoés a aplicagcdo de PGF2a, enquanto a expressio

MRNA para recetores OTR, tem a queda 2 horas apds (BERISHA et al., 2010).

ESTRADIOL

A participacao do estradiol na lutedlise ocorre por duas maneiras. A primeira através de
estimulo hipotalamico, que ird aumentar a frequéncia de pulsos de OT. O segundo é através de
estimulos endometriais fazendo com que aumentem a expressdo de receptores para OT no
mesmo (McCRACKEN et al., 1999). Estudos demonstraram que baixas concentragcbes de
estradiol estimulam o desenvolvimento de receptores para OT, ja altas concentracBes nao
apresentam o mesmo efeito (LAMMING & MANN, 1995).

Os dois tipos de receptores de estrogenos, ERa e ERP, sdo expressos no CL. Os ERa
estdo presentes em elevadas concentragdes durante toda a fase litea, exceto no momento da
luteolise, quando seus niveis apresentam-se reduzidos. Os ER[ apresentam comportamento
semelhante, contudo, seus niveis de expressao continuam elevados no momento da lutedlise.
Esta queda na express@o de ERa no momento da regressdo pode estar envolvida na progressio

da lutedlise estrutural (MARTIN, 2009; SHIBAYA et al., 2007).

FATORES ANGIOGENICOS

O CL ¢é um o6rgdo altamente vascularizado e que produz vérios fatores angiogénicos. A
angiogénese é definida como a formacdo de novos vasos sanguineos através da migracao e
proliferacdo de células endoteliais oriundas de vasos pre-existentes, e também esta relacionada
com o fluxo sanguineo e producdo hormonal (REBINSON et al., 2009).

O VEGF é um importante fator de regulacdo da angiogénese sendo um potente

mitogénico para as células endoteliais, induzindo & migracdo, diferenciacdo e proliferacdo
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destas, participando também na maturacdo, estabilizagdo e permeabilidade dos vasos sanguineos
(FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997; NEUFELD, et al., 2000).

No CL bovino sdo encontrados todos os componentes do sistema VEGF, tanto durante o
ciclo estral quanto na prenhez. A concentracdo deste fator de crescimento é significativamente
mais alta durante a fase lutea inicial, decrescendo durante a fase final apresentando queda
acentuada na fase de lutedlise. A proteina VEGF € predominantemente encontrada nas células
luteinicas e seus receptores (VEGF-1 e VEGF-2) sdo encontrados nas células endoteliais,
indicando que o VEGF deve agir na quimiotaxia das células endoteliais para a formacéo de
novos vasos sanguineos (SCHAMS & BERISHA 2004; YAMASHITA et al., 2008).

Quando a expressdo de VEGF, VEGF-R1 e VEGF-R2 foi analisada durante a lutedlise
induzida na fase luteal média (dia 8-10), notou-se declinio progressivo 12 horas apos a
aplicacdo de PGF2a, demonstrando que o sistema VEGF tem participacdo na regressao
estrutural do CL (NEUVIANS, et al., 2004).

O FGF também é um importante fator angiogénico e atua na transformacéo,
diferenciagdo e proliferacdo celular, mediadas pela sua alta afinidade com receptores tirosina
Kinase codificados por 5 genes distintos (FGFR-1 a FGFR-5; SLEEMAN et al., 2001;
MIYAMOTO et al., 2009).

Vérios FGF estdo presente no CL bovino. Baseado nos padrBes de expressdo de seus
receptores (FGFR), concluiu-se que estes provavelmente ndo estdo envolvidos somente na
angiogénese luteal, que ocorre principalmente no inicio do ciclo estral, mas também afetam a
producdo de progesterona e inibem a morte de varios tipos de células (REYNOLDS et al.,
2000).

O FGF-2, que apresenta-se em maior quantidade nas células endoteliais na fase inicial
do desenvolvimento luteinico e exclusivamente nas células luteais na fase intermediaria
(REYNOLDS & REDMER 1998), parece ser um importante regulador paracrino/autdcrino,
pois quando infundido no CL bovino influencia a secre¢do de progesterona e OT (MIYAMOTO

etal., 1992)
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Neuvians et al. (2004) estudando a expressdo de FGF no momento da lutedlise induzida
em bovino na fase luteal media (dia 8-10) verificaram que apos a aplicagdo de PGF2a ocorreu
um aumento progressivo de FGF-1 e -2 até 12 h; a partir desse momento houve diminuigdo das
concentracdes que retornaram aos valores iniciais. Contudo, nos microvasos luteais de maiores
didmetros os FGFRs sdo mantidos durante a regressao lutea (REYNOLDS et al., 2000).

A expresséo para FGF-2 pode ser estimulada pela angiotensina Il in vitro (STIRLING et
al., 1991), que por sua vez regula positivamente a producdo de angiotensina Il e estimula a
secrecdo de PGF2a nas células luteais bovina na fase inicial in vitro (KOBAYASHI et al.,
2001).

As angiopoetinas (ANPT-1 e ANPT-2) e seus respectivos receptores tirosina quinase
(Tiel e Tie2) também apresentam fungdes importantes na angiogénese, modulando e
estabilizando os vasos sanguineos. A expressdo para ANPT-1 é baixa no comego da fase luteal,
aumenta nas fases média e final, voltando a diminuir na luteélise. Ao contrario a ANPT-2
mantém-se constante ao longo de toda fase luteinica, elevando a relagdo ANPT-2/ANPT-1 no
momento da regressdo do CL. A expressdao de Tie2 decresce significativamente durante a
luteolise e a Tiel se mantém alta. Esses resultados sugerem que o sistema ANPT-Tie é um
importante regulador dos mecanismo de regulacdo da angiogénese e regressdo do CL bovino
(TANAKA, et al., 2004).

A ANPT-1 é necessaria para manter e estabilizar 0s vasos sanguineos, enquanto a
ANPT-2 age como um antagonista para ANPT-1. A baixa relagdo ANPT-1/ANPT-2 induz a
desestabilizacdo de vasos sanguineos, sendo esta um pré-requesito para a angiogénese, no inicio
da fase luteal, e regresséo do CL (SCHAMS & BERISHA, 2004).

A administragdo de PGF2a estimula a expressio mRNA de ANPT-2, e diminui de
mRNA de ANPT-1. A consequente elevacdo da ANPT-2 inibe a secrecdo luteinica de P4 e
desestabiliza os vasos sanguineos. O ambiente de baixa relacdo ANPT-1/ ANPT-2 promove a

instabilidade dos microvasos e favorece a regressdo do CL (TANAKA et al., 2004).
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Os componentes do sistema IGF tém participagdo importante no desenvolvimento
folicular e luteinico. Este sistema é composto por dois tipos de peptideos (IGF-1 e IGF-2), um
receptor (IGFR-1), seis proteinas de ligacdo (IGFBP-1 a 6) e uma enzima de degradacdo
(SPINCER & ECHTERNKAMP, 1995; NEUVIANS et al., 2003).

IGF-1 é encontrado em células luteais grandes e pequenas e em quantidade limitada nas
células endoteliais; o IGF-2 ndo € observado nas células luteais, mas é encontrado em peridcitos
de capilares e em fibroblastos perivasculares de grandes vasos sanguineos (AMSELGRUBER et
al., 1994). No tecido luteal a IGF-1 e -2 tém efeitos estimulatorios sobre a secre¢do de
progesterona e ocitocina em vacas (SAUERWEIN et al., 1992).

As proteinas IGFBP regulam a concentracgdo livre de IGF, influenciam a interacdo entre
IGF e seus receptores e, consequentemente, podem estimular ou inibir a agdo do IGF assim
como o0 seu armazenamento. Todos os tipos de IGFBP (1-6) foram encontrados no CL de
bovinos. As IGFBP-3,-4 e -5 tém suas expressdes aumentadas durante a fase IUtea inicial, com
tendéncia a diminuir em seguida (SCHAMS et al.,1999). As IGFBP-1,-2 e -3 inibem o efeito
estimulatério do IGF-1 sobre a producédo de progesterona in vitro, provavelmente por inibirem a
interacdo deste com o IGFR-1 (SAYRE, et al., 2000; BROWN & BRADEN, 2001).

Este parece ser um importante mecanimo regulador da lGteolise pois o IGF-1 luteinico
diminui meia horas apds a administragdo intra uterina de PGF2a mantendo-se em baixas
concentracdes até 64 horas. Ao mesmo tempo a expressdo mMRNA para IGFBP-1 aumenta ap6s

2 horas e se mantém alta até 24 horas apds a PGF2a (BERISHA et al., 2010).

FATORES VASOATIVOS

Os fatores vaso ativos apresentam funcgdes no CL bovino, tanto na sua formacéo quanto
na regressdao. A Endotelina-1 (EDN1) é um potente vasoconstritor produzidos pelas células
endoteliais. Este peptideo liga-se a dois subtipos distintos de receptores acoplados a proteina G:
receptor de endotelina tipo A (ETR-A) e receptor de endotelina tipo B (ETR-B; MIYAMTO et

al., 2009).
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Durante o ciclo estral a expressdo da EDN1 € alta apds a ovulacdo, decresce durante as
fases luteais média e final e aumenta novamente apds a regressdo do CL. A expressdo para
ETR-B aumenta durante a fase luteal final e apds a regressdo. Em contraste a ETR-A mantém-
se constante em todas as fases do ciclo (BERISHA et al., 2002). A lutedlise pode ser mediada
pela acdo dos receptores tipo B, por promoverem apoptose, ja receptores tipo A tém funcgédo
antiapoptdtica (FILIPPATOS et al., 2001).

A EDNL1 pode inibir a secrecdo de P4 em bovinos e ovinos, e essa inibi¢cdo pode ser
bloqueada por um antagonista de ETR-A (ATR-A). A administragdo intraluteal deste
antagonista durante a fase lutea média, interrompe o efeito luteolitico da PGF2a (HINCKLEY
& MILVAE 2001). Isto sugere que a PGF2a estimula a biosintese de EDN1 em células
endoteliais luteais assim como em sistema de microdidlise em CL in vitro e in viv. Por sua vez
a EDN1 aumenta a secre¢do de PGF2a em células luteais (SHIRASUNA et al., 2004).

Assim como a EDN1 a angiotensina Il (Ang Il) também é um potente vasoconstritor,
sendo a mesma convertida para angiotensina | pela enzima conversora de angiotensina (ACE)
nas células endoteliais de CL bovino (MIYAMOTO, et al., 2005). Dois tipos de receptores para
angiotensina tém sido designado como receptor para angiotensina tipo 1 e 2 (AT1R e AT2R)
(MIYAMOTO et al., 2009).

Receptores de Ang Il foram localizados nas células endoteliais adrtica de bovinos,
indicando que as células endoteliais sdo o principal local de producdo e agdo da Ang Il. Contudo
tem sido demonstrado que a Ang Il atua como estimulante para a expressdo de mRNA de
fatores angiogénicos, como bFGF, sugerindo que esta pode também regular a angiogénese no
CL bovino (HAYASH], et al., 2000).

As concentragfes intraluteais de Ang Il sdo mais elevadas durante a fase luteinica
inicial coincidindo com o momento de alta atividade angiogénica do CL. Além da angiogénese
a Ang Il também participa da esteroidogénese no CL (HAYASHI et al., 2000).

Na fase luteal inicial a Ang Il atua de forma positiva quando interage com os fatores

angiogénicos, P4 ¢ PGF2a. Foi o que constataram Kobayashi et al. (2001) in vitro, ao
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verificarem que a infusdo de bFGF ¢ VEGF estimulou a secrecdo de P4, PGF2a ¢ Ang Il, ¢ a
infusdo de Ang Il apods a de PGF2a também apresentou efeito estimulatorio sobre a P4.

Entretanto, Hayashi & Miyamoto, (1999) constataram in vitro que na fase luteal média a
Ang Il diminui a secrecdo luteinica de P4, principalmente se associada a infusdo prévia ou
concomitante de PGF2a. O efeito inibitorio da Ang II sobre a P4, combinado ou ndo com a
PGF2a, foi bloqueado pela infusdo de receptores antagonistas de Ang II.

Existe também uma relacdo entre a liberagdo de PGF2a, Ang II ¢ EDNI1 durante a
lutedlise em bovinos. Estas substancias vasoativas parecem interagir umas com as outras em
retroalimentacdo positiva local, para gerar mais secre¢des de si mesmo e agir na regressao do
CL, acelerando a lutedlise (SHIRASUNA et al., 2004).

Ao contrério de alguns fatores vasoativos o 0xido nitrico (NO) é um potente vaso
dilatador, tendo origem da L-arginina pela acdo do 6xido nitrico sintetase (NOS). No CL bovino
existem dois tipos de NOS: endotelial NO (eNO) e induzivel NO (iNO; MONCADA et al.,
1991).

No CL bovino a NOS é expressa em maior quantidade durante a fase luteal final, o que
esta relacionado com o aumento do fluxo sanguineo. O NO pode ser um importante mediador
da lutedlise em vaca, por inibir diretamente a secre¢do de P4 e induzir a apoptose em células
luteais bovinas (SKARZYNSHI et al., 2003). O CL na fase média, final e de regressdo também
apresenta varias areas positiva para eNOS (SHIRASUNA et al., 2010a).

Durante a fase luteal media, a PGF2a estimula a expressio mRNA para eNOS e iNOS
na area periférica do CL, enquanto que na &rea central esse efeito ndo é observado; esse
fendmeno indica que as diferentes da a¢des agudas da PGF2a ndo dependem somente da fase
luteal, mas também da regido do CL (SHIRASUNA et al., 2008; SHIRASUNA et al., 2010b).

O aumento do fluxo sanguineo periférico é um dos primeiros indicadores fisiologicos da
acdo do NO em resposta a PGF2a. Contudo, o NO ndo atua somente na lutedlise funcional, mas
também participa da regressdo estrutural do CL, modificando a expressdo de proteinas

envolvidas com a apoptose (SHIRASUNA et al., 2010a; SHIRASUNA et al., 2010b).
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O NO regula ainda as concentragcdo da enzima antioxidante superdxido desmutase
(SOD) nas células endoteliais luteal, dependendo do tempo de exposicédo. Inicialmente observa-
se a elevacdo da SOD; este aumento provavelmente representar uma resposta celular de
protecdo do CL contra o estresse oxidativo induzido pela PGF2a durante a lutedlise funcional.
Contudo, mais tarde o NO induz a reducdo de SOD, gue por sua vez resulta no aumento das
espécies reativas de oxigénio (ROS), fendbmeno este importante para a luteolise estrutural (LEE
etal., 2010).

A adminsitragdo de um Inibidor de NOS (L-NAME) nos dias 11 ou 12 do ciclo estral
resulta no aumento da producdo de P4. Quando a adminsitragdo acontece nos dias 18-19, além
da elevacdo da P4 observa-se também, em alguns animais, o aumento do tempo de vida do CL

(JAROSZEWSHI & HANSEL, 2000).

CONCLUSAO

A lutedlise é bastante complexa e envolve varios processos desencadeados a partir do
ndo reconhecimento da gestacdo e liberacdo de PGF2a. Os principais agentes responsaveis por
esses fendmenos sdo os fatores angiogénicos e vasoativos, que direta ou indiretamente
influenciam a funcdo luteinica e a secre¢do de PGF2 a. e P4.

Nas primeiras 12 horas apds a ligacdo da PGF2a aos receptores luteais ocorre a lutedlise
funcional, caracterizada pela diminuicdo na expressdo de StAR e consequente queda da PA4.
Concomitantemente ocorre aumento do NO, TNFa, IL-1 e INFy, os quais influenciam o
aumento de Ang I, EDN-1, ETRA e ETRB, fatores angiogénicos como FGF-1le 2, FGFR. O
resultado final dessa cascata ¢ o maior aumento da expressdo de NO ¢ PGF2a intraluteal. No
final dessa etapa ocorre a desestabilizacdo dos vasos sanguineos pela alta relacdo entre ANPT-
2/ANPT-1 e a diminuicdo local de VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2, FGF-1,-2. Essas modificacoes,
que acontecem por volta de 12 horas apos o pico de PGF2a, caracterizam o inicio lutedlise

estrutural, resultante da intensa desorganizacdo da estrutura vascular do CL, e profunda inibicdo
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da expressdo de StAR, do IGF-2, IGF-R1, IGFBP-3,-4 que resulta no desencadeamento da
apoptose e inibicdo final secrecdo da progesterona.
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