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dos quadrados minimos + EPM) em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou néo
(CONTROLE) com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca

significativa (P < 0,05). CoXim-MS, 2008 .........ccceeiieieeriiie e 110

Figura 16: Area endometrial em relacdo & area uterina (média dos quadrados
minimos £ EPM) em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com
dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular
com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05).

COXIM-MS,; 2008 ...ttt 111

Figura 17: Perimetro dos ductos glandulares endometriais profundos (média dos
quadrados minimos £ EPM) em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE)
com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a
ovular com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P <

0,05). COXIM-MS, 2008.........cccerreiiririeieiesiieeese e 112
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CAPITULO 4

Figura 18: Diagrama esquematico do delineamento experimental. US:
Ultrassonografia da estruturas ovarianas; Sg: Colheita de sangue; End: Biopsia
uterina para colheita de tecido endometrial; Asp: Aspiracdo guiada por ultrassom dos
foliculos ovarianos > 6 mm; CIDR®: Dispositivo intravaginal contendo 1,9 g de

progesterona; RB: Remogédo de bezerros (48 NOras) ......c.cccccvevevveevveiesiieneere e 124

Figura 19: Expressdo génica de receptores endometriais de ocitocina (OTR) relativa
ao gene constitutivo ciclofilina A (CYC-A; média dos quadrados minimos + EPM),
quantificada por RT-PCR em tempo real, em vacas Nelore tratadas com dispositivo
intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de
diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com GnRH no Dia

0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008 .. 128

Figura 20: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de estradiol
a em células epiteliais luminais (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas
Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 = 0,15 mm; FG: 11,59
+ 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P

< 0,05). COXIM-MS, 2008 .......ccooiriiiriireieieere e 132
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Figura 21: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de estradiol
a no estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas
Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 = 0,15 mm; FG: 11,59

+ 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P

< 0,05). COXIM-MS, 2008........ccerreiiriireieinieeese e 133

Figura 22: Porcentagem de ndcleos com imunomarcagdo positiva para receptor de
estradiol a no estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos + EPM)
de vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -
8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de diferentes didametros (FP: 8,66 £ 0,15 mm;

FG: 11,59 £ 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca

significativa (P < 0,05). CoXim-MS, 2008 .........cccoiierierieiie e 134

Figura 23: Porcentagem de ndcleos com imunomarcacdo positiva para receptor de
progesterona no estroma subepitelial superficial (média dos quadrados minimos +
EPM) de vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre 0s
Dias -8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15

mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca

significativa (P < 0,05). CoXim-MS, 2008 .........ccceiieiiereiie e 135
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Figura 24: Porcentagem de ndcleos com imunomarcacdo positiva para receptor de
progesterona no estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos +
EPM) de vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre 0s
Dias -8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15
mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca

significativa (P < 0,05). CoXim-MS, 2008 .........cccoiierieriiie e 136

Figura 25: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de
progesterona no estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos +
EPM) de vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre 0s
Dias -8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15
mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca

significativa (P < 0,05). CoXim-MS, 2008 .........ccceeiuerierieiieieere e 137

Figura 26: Perimetro dos ductos glandulares endometriais profundos (média dos
quadrados minimos £ EPM) em vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal
de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de diferentes
diametros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 *+ 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras

diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.................. 140
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CAPITULO 5

Figura 27: Diagrama esquematico dos provaveis mecanismos enddcrinos e
moleculares endometriais que causam e previnem a lutedlise prematura em bovinos,
baseado nos resultados da presente tese (ver texto). AA: acido aracdénico; CL: corpo
luteo; ER: receptor endometrial de estradiol; E2: estradiol; OTR: receptor
endometrial de ocitocina; PR: receptor endometrial de progesterona; PGF2a,
prostaglandina F2a: PGF sintase: prostaglandina F sintase; PGH2: prostaglandina
H2; P4: progesterona; --»: “leva a”, “induz”; 1. efeito estimulatorio; : efeito
inibitorio. Painel A: durante o anestro pés-parto; Painel B: apds a primeira ovulagao
poOs-parto sem pré-exposicdo a P4; Painel C: no inicio de um ciclo estral precedido
por exposicao a P4, porem com ovulacao de foliculo de pequeno didametro; Painel D:
no inicio de um ciclo estral precedido por exposicdo a P4 e com ovulacdo de foliculo

de dIAMEtro adeQUATOD .......ceeiveeieeie e 157



26

CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducgéo

A bovinocultura de corte exige, para ser uma atividade sustentavel em ambiente
econdémico competitivo, a obtencdo de um bezerro/vaca/ano. O periodo médio de gestagédo
dos bovinos Bos indicus € de 290 dias e, ap0s 0 parto, sdo necessarios aproximadamente 30
dias para a completa involucédo uterina e restabelecimento dos estoques de LH na hipdfise.
Assim, para se obter um intervalo entre partos de 12 meses, € necessario que a vaca fique
gestante num periodo de no maximo 45 dias, que corresponde a trés episodios de
comportamento de estro. O prolongado anestro pos-parto e falhas na detec¢cdo do estro séo

as principais limitacdes para que tal objetivo seja atingido (YAVAS & WALTON, 2000).

Algumas estratégias simples, como remocéao temporaria de bezerros, aplicacdo de
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) ou associacdo de ambos, sdo eficientes em
reduzir o intervalo entre o parto e a primeira ovulagdo (SA FILHO et al., 2009a;
VASCONCELOS et al., 2009a). Entretanto, o primeiro ciclo estral pds-parto é
caracterizado por apresentar alta incidéncia de regressdo prematura do corpo luteo (CL;
COPELIN et al., 1987; SA FILHO et al., 2009a), devido & antecipacdo na secrecio de
prostaglandina F2a (PGF2a), e baixa taxa de concepcdo (VASCONCELOS et al., 2009a).
A Unica estratégia conhecida atualmente que efetivamente previne a lutedlise prematura € o
tratamento com progesterona (P4) antes da ovulagdo (SA FILHO et al., 2009a). Entretanto,

vacas ciclicas induzidas a ovular foliculos pequenos também apresentam alta incidéncia de
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lutedlise prematura (VASCONCELOS et al.,, 2001; PETERS & PURSLEY, 2003;
TAPONEN et al., 2003), indicando que concentracOes elevadas de estradiol (E2) no
periodo pré-ovulatorio sdo necessarias a manutencao do corpo luteo subseqiiente (MANN
& LAMMING, 2001).

O utero, por ser o principal 6rgédo produtor e secretor de PGF2a durante o processo
luteolitico, tem fundamental atuacdo nesse fenémeno, porém os mecanismos que induzem
a secrecdo prematura de PGF2a ainda nédo estdo totalmente esclarecidos. A compreensédo
de aspectos endocrinos e moleculares relacionados ao desenvolvimento endometrial e que
desencadeiam e previnem a secre¢do de PGF2a pelo utero é essencial ao desenvolvimento
de tratamentos alternativos a P4 ou mesmo de tratamentos que, associados a P4,
potencializem seus efeitos. No presente estudo, trés experimentos foram realizados com o
objetivo geral de avaliar caracteristicas histologicas e moleculares uterinas potencialmente
relacionadas a capacidade secretoria endometrial, a causa e a prevencdo da lutedlise
prematura em vacas Nelore em anestro antes e ap6s a inducdo da ovulacdo. No primeiro
experimento, descrito no Capitulo 2, o objetivo foi avaliar a expressdo génica endometrial
de receptores de E2 subtipo a (ER), P4 (PR) e ocitocina (OT; OTR) e das enzimas
ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2 (COX-2), a expressao protéica endometrial
de ER e PR, e a histomorfometria uterina em vacas Nelore em anestro ao longo do
desenvolvimento da onda folicular. No segundo experimento, descrito no Capitulo 3, o
objetivo foi avaliar os efeitos do tratamento com P4 por 6 dias na expressdo génica
endometrial de ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2, na expressdo protéica endometrial de ER e

PR, e na histomorfometria uterina em vacas Nelore em anestro submetidas a inducéo de
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ovulagdo. No terceiro experimento, descrito no Capitulo 4, o objetivo foi avaliar os efeitos
do diametro folicular na expressao génica endometrial de ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2,
na expressao protéica endometrial de ER e PR, e na histomorfometria uterina em vacas

Nelore em anestro induzidas a ovular apos tratamento com P4.

2. Reviséo de literatura
2.1. Luteinizagdo

Em animais ciclando, ap6s a regressao do CL e sob alta concentracdo circulante de
E2, ocorre secrecdo de pico de LH pela hipdfise, que determina a ovulagdo do foliculo
dominante e formacédo do CL. Durante a ovulacéo, o odcito e o fluido folicular extravasam,
criando uma cavidade para o desenvolvimento do CL a partir do foliculo. Apos a ovulagéo,
ocorre multiplicacdo, reorganizacdo e diferenciacdo das células da teca interna e da
granulosa, aléem de intensa proliferagdo vascular, formando uma densa rede de vasos
sanglineos (DAMBER et al., 1987). O CL torna-se uma estrutura sélida e esferica,
altamente vascularizada, cujo peso aumenta mais de seis vezes nos primeiros 10 dias apés
a ovulacdo (ZHENG et al., 1994). O conjunto de transformacdes que ocorre nas células
da teca e da granulosa apos a ovulagdo é denominado luteinizacdo (MURPHY,
2000).

Hansel & Blair (1996) descreveram a presenca de duas populacbes celulares
histologicamente distintas no CL de vacas: uma populacdo de células menores, as quais sao
denominadas células luteinicas pequenas (CLP) e uma populacdo de células maiores,

denominadas células luteinicas grandes (CLG). Tanto in vivo (HANSEL & BLAIR, 1996)
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quanto in vitro (MEIDAN et al., 1990), é observado que as CLP originam-se das células da
teca. Nos estagios iniciais do ciclo estral, as CLG se desenvolvem a partir de células da
granulosa, poréem elas também se desenvolvem pela diferenciacdo de CLP em estagios

posteriores (LEI et al., 1991).

2.2. Luteolise

Em vacas ciclicas, o CL regride funcional e morfologicamente aproximadamente
17 a 20 dias ap06s a ovulacéo. Este processo, denominado lute6lise, determina a duracdo do
ciclo estral e é caracterizado pelo cessar da producdo de P4 e fragmentacdo dos
componentes celulares, incluindo a reducdo do suporte vascular, proliferagdo do tecido
conjuntivo, desorganizacéo celular, degeneracéo e fagocitose das células luteais (MILVAE
et al., 1996). A PGF2a é a substancia responsavel pela luteolise, sendo secretada pelo
endometrio bovino num padrao pulsatil (SHEMESH & HANSEL, 1975) e atinge o CL por
um sistema de transporte local veno-arterial de contracorrente (HIXON & HANSEL,
1974). O miométrio tem baixa capacidade de secretar PGF20 em resposta a OT e, portanto,
ndo é considerado relevante na regulacdo luteolitica (ROBERTS et al., 1976).
Aproximadamente 98% da PGF2a secretada é transformada em 13,14-dihidro-15-ceto-
prostaglandina F2a (PGFM) na primeira passagem pelos pulmdes (PIPER et al., 1970).
Dessa forma, a producdo de PGF2a € geralmente mensurada, in vivo, atraves da PGFM. A
concentracdo basal de PGFM em vacas durante a fase luteinica varia entre 10 e 100 pg/mL.
No momento da lutedlise, ocorrem picos de PGFM com duragdes variando entre 2 a 5

horas, espacados por intervalos de 2 a 30 horas, atingindo concentragdes plasmaticas de
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150 a 500 pg/mL (KOTWICA et al., 1998). A OT, o E2 e a P4 sdo os horménios mais

importantes envolvidos na regulacéo deste processo (SILVIA et al., 1991).

2.2.1. Sintese intracelular de prostaglandinas

As prostaglandinas sdo compostos eicosandides derivados de acidos graxos com 20
carbonos, que desempenham funcgdes fisiologicas e patoldgicas em diversos tecidos do
organismo (BERGSTRON et al., 1964). De acordo com Burns et al. (1997), quando a OT
se liga ao seu receptor na membrana da célula endometrial, ocorre o acoplamento deste a
proteina G, ativando a fosfolipase C que cliva a molécula de fosfatidilinositol bifosfato,
originando inositol trifosfato e diacilglicerol. O inositol trifosfato, ao se ligar a receptores
presentes no reticulo endoplasmatico, causa a entrada de ions de calcio no citosol,
culminando com a ativacdo da proteina quinase C que fosforila a fosfolipase A2. A
fosfolipase A2 e a aciltransferase acil:CoA:lisofosfolipidio clivam o acido araquidénico
(AA) derivado de fosfolipideos de membrana (BURNS et al., 2000; NORMAN &
POYSER, 2000). Em seguida, o AA livre é convertido a prostaglandina H2 (PGH2) pela
enzima COX. Sédo conhecidas duas isoformas de COX que catalisam a conversao de AA a
PGH2: a COX-1, que é expressa constitutivamente (COHN et al., 1997), e a COX-2, que
se expressa em varios tecidos (SIMON, 1999) e é a principal responsavel pela producéo de
PGH2 no endométrio. Finalmente, a PGH2 é convertida a PGF2a pela acdo da enzima
PGF sintase. Assim que sintetizada, a PGF2a é imediatamente secretada, uma vez que as
prostaglandinas ndo sdo armazenadas nas células (OKUDA et al., 2002). Em vacas

ciclicas, as células epiteliais endometriais luminais que se localizam na regido
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intercaruncular do epitélio luminal sdo as de maior capacidade de producdo de PGF2a,
secretando-a através de sua membrana baso-lateral (SHELDRICK et al., 1993; KIM &
FORTIER, 1995; ASSELIN et al., 1996; ASSELIN et al., 1998; SKARZYNSKI et al.,

2000).

2.2.2. Atuacdo da ocitocina na luteolise

Nos ruminantes, a OT € secretada principalmente pela hipéfise posterior e pelo CL.
Sua atuacdo na luteolise ainda é controversa, entretanto alguns estudos indicaram que a OT
estd envolvida na regulacdo da lutedlise em bovinos: 1) a administracdo de OT exdgena
reduziu a duracdo do ciclo estral (ARMSTRONG & HANSEL, 1959); 2) pulsos de OT
ocorreram concomitantemente a pulsos de PGF2o durante a lutedlise (VIGHIO &
LIPTRAP, 1986); 3) a OT estimulou agudamente a produgdo de PGF2a pelo endométrio
de ruminantes a partir do periodo final da fase luteal (ROBERTS et al., 1976). A hip6tese
mais aceita atualmente sobre a agdo da OT na lutedlise foi proposta por McCracken et al.
(1999), os quais consideram a OT o elemento responsavel pela secrecao pulsatil de PGF2a
precedente a lutedlise. Segundo esses autores, proximo ao final da fase luteal, ocorre
inibicdo dos receptores de P4 na hipdfise e endométrio, permitindo a agdo do E2, que
estimula a hipofise a secretar pulsos de baixa amplitude e alta frequéncia de OT. A OT
secretada pela hipdfise se liga aos OTR e estimula a secrecdo de pequenas quantidades de
PGF2a, as quais ainda ndo sdo suficientes para causar lutedlise, mas induzem a secre¢do da
OT estocada no CL. Essa liberagdo suplementar de OT luteal ird amplificar a producéo

endometrial de PGF2a, formando-se um ciclo de retroalimentagdes positivas entre OT e
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PGF2a que resulta na secrecéo de pulsos de PGF2a de alta amplitude, levando a regressao
do CL. Portanto, a aquisicao de responsividade a OT pelo endométrio parece determinar
quando a lutedlise ird ocorrer, sendo esse fenémeno regulado pela P4 e pelo E2 (SILVIA et

al., 1991).

2.2.3. Estrutura molecular dos receptores de ocitocina, estradiol e progesterona

Os ER sao proteinas da familia de receptores intracelulares nucleares de esterdides
que se ligam especificamente ao E2 (DAHLMAN-WRIGHT et al., 2006). Pelo fato de ser
um hormonio esteroide, o E2 tem capacidade de atravessar a membrana fosfolipidica das
células para se ligar aos receptores presentes no nucleo. Apés se ligar ao E2, ocorrem
alteracdes estruturais na molécula de ER e esta se liga ao DNA, promovendo ou inibindo a
transcricdo de genes especificos. Entretanto, o ER também tem funcdes adicionais
independentes de ligacdo a DNA (LEVIN, 2005). Além da presenca classica na membrana
do ndcleo celular, que representa a grande maioria dos ER expressos nas celulas, também
foram identificados ER na membrana celular (RAZANDI et al., 1999). No caso de ER de
membrana plasmatica, as acdes resultantes da ligacdo ao E2 se d&o através do recrutamento
de segundos mensageiros, incluindo o calcio, que rapidamente desencadeiam eventos
celulares especificos (ACCONCIA & MARINO, 2003). Ha dois subtipos de ER, a e B,
ambos presentes no endométrio bovino (KUIPER et al., 1996; ROSENFELD et al., 1998),
entretanto o subtipo a € 0 mais importante na regulacdo das atividades uterinas (COUSE &
KORACH, 1999; MURAMATSU & INOUE, 2000). Em bovinos, a expressao dos ER

uterinos apresenta alteracfes temporais e espaciais ao longo do ciclo estral porém, de
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maneira geral e simplista, a expressdo dos ER uterinos é diretamente proporcional as
concentracdes circulantes de E2 e inversamente proporcional as concentracdes circulantes
de P4, estando portanto, mais expressos durante o proestro e estro do que durante a fase
luteal (BOOS et al., 1996; ROBINSON et al., 2001; MARTIN et al., 2008).

Os PR pertencem a mesma familia dos ER que, como todos receptores de
esterdides, contém em sua estrutura um dominio regulatério com um terminal amina e
outro carboxila, um dominio de ligacio a DNA e um dominio de ligacdo hormonal
(GADKAR-SABLE et al., 2005). Apo6s atravessar a membrana plasmatica das células alvo,
a P4 se liga a esses receptores no nucleo, que se ligardo ao DNA e iniciardo ou inibirdo
transcricdes especificas. Ha trés subtipos de PR, A, B e C o0s quais possuem diferentes
atividades de transcricdo, porém provém do mesmo gene (MULAC-JERICEVIC &
CONNELY, 2004). Em humanos, estudos indicaram que a isoforma A reprime a funcao da
isoforma B e de outros receptores esteroides, principalmente do ER, enquanto a isoforma B
tem como atividade principal a regulagdo transcripcional (FUJIMOTO et al., 1997).
Entretanto, em bovinos, as interagdes entre os trés subtipos de PR ainda ndo foram
compreendidas, de forma que na literatura atual a maioria dos estudos nao avaliou esses
subtipos separadamente. Assim como nos ER, a expressdo dos PR no Utero se altera
espacial e temporalmente durante o ciclo estral. De forma geral e simplista, os PR uterinos
estdo expressos em maior propor¢do durante o proestro, estro e nos dois tercos iniciais da
fase luteal, e em menor proporc¢éo no terco final da fase luteal, quando ha reducéo drastica

em suas concentracdes (ROBINSON et al., 2001).
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Os OTR sdo membros tipicos da familia de receptores acoplados a proteina G
classe 1, que se localizam na membrana plasmatica das células. Sua estrutura consiste em
sete dominios transmembrana em a-hélice, com um terminal extracelular amina e um
terminal intracelular carboxila. Como ja discutido, apds a ligacdo da OT ao seu receptor,
este se acopla a proteina G dando inicio a diversas reacfes bioguimicas que irdo permitir
entrada de célcio na celula, fator essencial a ocorréncia dos efeitos bioldgicos da OT, entre
elas a sintese e secrecdo de PGF2a nas células endometriais. A expressdao dos OTR €
altamente correlacionada a expressdo dos ER sendo, portanto, maior durante o proestro e

estro do que durante a fase luteal (ROBINSON et al., 2001).

2.2.4. Regulacdo dos receptores endometriais de ocitocina por estradiol e
progesterona

A P4 regula a lutedlise de formas antagbnicas. A exposicdo a P4 promove o
acimulo de AA e COX nas células endometriais que, como discutido, sdo essenciais a
sintese de PGF2a (SILVIA et al., 1991). Santos et al. (2009) observaram que vacas
recebendo dieta de alta densidade energética apresentaram reducdo nas concentracfes
plasmaticas de P4 e na secrecdo de PGF2a em resposta ao estimulo com OT. A
suplementacdo com P4 no inicio do ciclo estral promoveu reducdo na duracdo do ciclo
estral, provavelmente devido a acumulo precoce de AA e COX no endométrio, causando
secrecdo prematura de PGF2o (GARRET et al., 1988). Esta relacdo positiva entre
concentracdo circulante de P4 e producdo de PGF2a € uma possivel explicacdo para a

menor taxa de concep¢do em receptoras de embrido com altas concentragdes circulantes de
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P4, relatada por Nogueira et al. (2004), e para a relacdo negativa entre concentracao
circulante de P4 e sobrevivéncia embrionaria, encontrada por Stronge et al. (2005). Por
outro lado, até a segunda metade do ciclo estral, a P4 exerce efeito supressivo a secrecdo
de PGF2a (SILVIA et al., 1991) através da inibicdo na expressdo do gene dos OTR
(MANN & LAMMING, 1994). Apos aproximadamente 12 dias de exposi¢ao continua, o
efeito inibitério da P4 na expressdo dos OTR se reduz (LAFRANCE & GOFF, 1988),
possivelmente devido a reducdo nas concentracdes de PR causada pela propria P4, e o
endometrio passa a responder a OT secretando PGF2a (MCCRACKEN et al., 1999).

O E2 também tem importante funcdo na regulacdo da lutedlise, uma vez que a
remocao dos foliculos ovarianos resultou em maior duracdo do ciclo estral (VILLA-
GODOY et al., 1985; ARAUJO et al., 2009) e a administracdo de E2 exdgeno na metade
da fase luteal elevou as concentragdes plasmaticas de PGFM, dando inicio a lutedlise
(HIXON & FLINT, 1987). Esse efeito do E2 é dependente da P4, pois 0 mesmo foi
observado somente ap0s o endomeétrio ter sido previamente exposto a P4 (LAFRANCE &
GOFF, 1988; LAMMING & MANN, 1995a). Outro fator determinante na regulacdo dos
OTR pelo E2 é a concentracdo circulante desse esterdide. Apos a metade da fase luteal, as
concentracdes de ER aumentam, possivelmente devido a estimulo causado pelo proprio E2
(XIAO & GOFF, 1999), elevando conseqientemente as concentracbes de OTR. J& nos
momentos imediatamente antecedentes a ovulacdo, altas concentracdes de E2 secretado
pelo foliculo ovulatério resultam no decréscimo das concentragcbes dos OTR (“down
regulation”), produzindo uma situacdo de auséncia de resposta do endometrio a OT nos

primeiros dias do ciclo estral (LAMMING & MANN 1995a,b).
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Sugere-se, a partir desses dados, que a regulacdo dos OTR pode ocorrer de trés
formas diferentes no decorrer do ciclo estral: 1) na fase inicial, quando a P4 ainda é baixa,
concentraces circulantes de E2 no proestro e estro (Figura 1 — Painel A); 2) na metade da
fase luteal, quando a inibicdo do E2 pré-ovulatério possivelmente ja terminou, a P4
circulante encontra-se em concentracbes mais elevadas, inibindo a expressdo dos OTR
endometriais Figura 1 — Painel B); 3) No final da fase luteal, os PR s&o inibidos pela
propria P4 e o foliculo dominante secreta E2 em concentragdes crescentes, propiciando a
expressao dos ER e OTR no endométrio e permitindo a secrecdo de PGF2a em resposta a

OT (Figura 1 — Painel C).
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Figura 1: Diagrama esquematico dos eventos enddcrinos e moleculares endometriais relacionados a lutedlise,
baseados no conhecimento atual (ver texto). AA: &cido aracdonico; CL: corpo liteo; ER: receptor endometrial
de estradiol; E2: estradiol; OTR: receptor endometrial de ocitocina; PR: receptor endometrial de progesterona;
PGF20, prostaglandina F2a: PGF sintase: prostaglandina F sintase; PGH2: prostaglandina H2; P4: progesterona;
~p: “leva a”, “induz”; 1: efeito estimulatorio; - efeito inibitorio. Painel A: inicio do ciclo estral. Painel B:
metade do ciclo estral. Painel C: terco final do ciclo estral. Painel D: Momento da lutedlise (1: secre¢do inicial
de OT em pulsos de baixa amplitude e alta freqtiéncia; 2) secregdo endometrial de PGF20 em resposta ao evento
1; 3) secrecdo de OT luteal em resposta ao evento 2; 4) secrecdo endometrial de PGF2a em resposta ao evento 3,
estabelecendo-se um ciclo de retroalimentacGes positivas entre OT luteal e PGF2a, e subseqlente lutedlise.
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2.3. Luteolise prematura

De forma geral, considera-se lute6lise prematura quando o ciclo estral dura menos
de 17 dias (STAPLES et al., 1990). A ocorréncia de lutedlise prematura é bastante comum
em vacas em anestro apos ovulagdes induzidas por desmamas e/ou gonadotrofinas
exogenas e em novilhas depois da primeira ovulacdo na puberdade (YAVAS & WALTON,
2000), sendo acompanhado por morte embrionaria precoce, pois o CL regride no momento
em que o embrido ainda ndo ¢ suficientemente desenvolvido para produzir interferon-t e
impedir a luteolise, ocasionando mortalidade embrionéria precoce. Em um estudo recente,
Sa Filho et al. (2009a) avaliaram o primeiro ciclo estral pos-parto em vacas Nelore,
induzindo ovulagdo com remocdo de bezerros associada a GnRH, e constataram que 82,6%
(19/23) dos animais apresentaram lute6lise prematura. Considerando apenas as vacas que
apresentaram lutedlise prematura, em mais de 80% dos animais o CL regrediu entre 0 5° e
7° dia do ciclo estral e nos demais, a lutedlise ocorreu entre o 7° e 9° dia. Essa observacgao
indica que, apos a primeira ovulacdo pos-parto, a lutedlise ocorre assim que o CL se torna
responsivo a PGF2a, ou seja, por volta do sexto dia do ciclo estral (HENRICKS et al.,
1974).

A incidéncia de lutedlise prematura parece nao diferir entre bovinos de genética
zebuina e taurina. Stagg et al. (1998) verificaram aproximadamente 85% (59/70) de
lutedlise prematura (< 16 dias) no primeiro ciclo estral pos-parto em fémeas Bos taurus,
valores semelhantes aos observados por Sa Filho et al. (2009a) em Bos indicus. Diversas
hipteses ja foram propostas em estudos sobre lutedlise prematura, entre elas: 1)

desenvolvimento inadequado do foliculo ovulatério (RAMIREZ-GODINEZ et al., 1981);
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2) suporte gonadotréfico inadequado (MANNS et al., 1983); 3) inabilidade do CL em
responder as gonadotrofinas (KESLER et al., 1981); 4) estimulo luteolitico prematuro
(PULGISI et al., 1979); 5) maior sensibilidade do CL a substancias luteoliticas (TROXEL

& KESLER, 1984a).

2.3.1. Caracteristicas dos corpos luteos que regridem prematuramente

Os primeiros estudos sobre lutedlise prematura objetivaram determinar se a
ocorréncia desse fendmeno estaria relacionada a deficiéncias na fungéo do CL. Observou-
se que peso do CL, concentragdes luteais de P4 e concentragdes de receptores de LH foram
semelhantes entre vacas com expectativa de lutedlise prematura e vacas com expectativa
de duracdo luteal normal (BRADEN et al., 1989a). Além disso, o numero de células
luteais, porcentagem de CLG e concentragdo de receptores de PGF2a também foram
similares nesses dois grupos experimentais. O’Shea et al. (1984) ndo observaram diferenca
na porcentagem de CLG, porém o numero total e o tamanho das CLG foi menor nos CL de
vacas com expectativa de lutedlise prematura. Apesar da mesma quantidade de receptores
de LH, houve menor resposta ao LH in vitro dos CL com expectativa de regressao
prematura. Em outros estudos, a administracdo de LH ou hCG ndo afetou (KESLER et al.,
1981; MCNEILLY et al., 1981) ou estimulou (O’SHEA et al., 1984; RUTTER et al., 1985)
a secrecdo in vitro de P4 em CL cuja expectativa era de regressao prematura. Além disso, a
sensibilidade a PGF2a ndo diferiu entre CL com expectativa de lutedlise prematura ou de

duracdo normal (COPELIN et al., 1989).
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2.3.2. Efeito do utero na ocorréncia de lutedlise prematura

Copelin et al. (1987) compararam a duracdo do primeiro ciclo estral pds-parto entre
vacas intactas e histerectomizadas. Os animais intactos apresentaram o primeiro ciclo mais
curto (8,8 £ 0,3 dias) em relacdo as vacas histerectomizadas, nas quais s6 se observou
regressdo do CL apo6s aplicacdo de PGF2a. O segundo ciclo estral nas vacas intactas,
entretanto, apresentou duragdo normal (20,2 + 0,5 dias). Esses dados confirmaram a
hipbtese de que a lutedlise prematura é consequéncia de um estimulo luteolitico prematuro
do atero, de acordo com o estudo prévio de Troxel & Kesler (1984b), os quais observaram
que o pico de PGFM ocorre mais precocemente em vacas que apresentam lutedlise
prematura em comparacao as que apresentam ciclo estral de dura¢do normal. Além disso, a
administragdo intra-uterina de indometacina, um potente inibidor da sintese de PGF2aq,
prolongou a duracdo do primeiro CL formado pés-anestro (TROXEL & KESLER, 1984a)
e a imunizag&o ativa contra PGF2a em vacas em anestro reduziu a ocorréncia de luteolise
prematura apos a ovulacdo (COPELIN et al., 1989). A partir desses estudos iniciais, novas
pesquisas visaram determinar 0os mecanismos que desencadeiam e previnem o estimulo

luteolitico prematuro.

2.3.3. Hipoteses para explicar a lutedlise prematura
Apesar do consenso de que a lutedlise prematura € conseqiiéncia de uma
antecipacdo na secrecdo de PGF2a pelo Utero (Figura 2 — Painel A) e que a regressao do

CL ocorre assim que o mesmo fica responsivo a PGF2a (HENRICKS et al., 1974), ainda
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h& controvérsias em relacdo ao mecanismo causador da antecipacdo dos mecanismos

luteoliticos. Atualmente conhecem-se duas principais hipoteses.

2.3.3.1. Hipotese da auséncia de pré-exposicéo a progesterona

O segundo ciclo estral pos-parto, o qual sucede um ciclo de curta duracéo,
apresentou duracdo normal (COPELIN et al., 1987), indicando que a exposicdo a P4
previamente & ovulacdo é um fator determinante na duragdo do subseqiiente CL.

Vasconcelos et al. (2009a) observaram que a utilizacdo de dispositivos
intravaginais de P4 por 7 dias em protocolos de indugéo de ciclicidade para vacas em
anestro proporciona maior taxa de concepcdo a primeira IA. Esses resultados corroboram
os trabalhos de Sa Filho et al. (2009a) em que pré-tratamentos com P4 tanto por 6 quanto
por 3 dias reduziram consistentemente a ocorréncia de lutedlise prematura em vacas em
anestro. Zollers et al. (1993) observaram redugdo na quantidade de OTR e incremento na
quantidade de PR no endométrio de vacas pds-parto ap0s tratamento com implante de
norgestomet, sugerindo que a P4 pode apresentar efeito similar, ja que o norgestomet atua
através de ligacdo aos PR (MOFFATT et al., 1993).

Esses dados em conjunto indicam que o mecanismo pelo qual a P4 evita a lutedlise
prematura envolve a inibicdo de OTR e ativacdo de PR no endométrio apds a ovulacao

(Figura 2 — Painel B).
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2.3.3.2. Hipotese da concentracéo insuficiente de estradiol pré-ovulatorio

Em diversos trabalhos verificou-se menor secrecdo de E2 por foliculos que
originaram CL de regressdao prematura (GARVERICK et al., 1988; BRADEN et al.,
1989a,b). Lamming & Mann (1995a,b), estudando vacas durante o ciclo estral normal,
verificaram que o aumento das concentragfes circulantes de E2 pré-ovulatorio reduziu
temporariamente a concentracdo endometrial de OTR e a secre¢do de PGF2a no inicio da
fase luteal. Vallet et al. (1990) e Lamming & Mann (1995a,b) observaram, em ovelhas e
vacas ovariectomizadas, efeito negativo de altas doses de E2 exdgeno na expressdo de
OTR endometriais nos dias subsequientes ao tratamento. Mann & Lamming (2000),
comparando animais ovariectomizados tratados com diferentes doses de E2 exdgeno,
constataram que altas concentracfes desse esterdide provocaram deplecdo nos OTR
endometriais. Entretanto, como trabalharam com vacas ovariectomizadas, ndo foi possivel
verificar a duracdo dos ciclos estrais. Esses dados indicam que a lutedlise prematura pode
resultar de uma secrecdo insuficiente de E2 pré-ovulatério, de forma a ndo haver inibicao
adequada dos OTR no inicio da fase luteal, possibilitando a secre¢do de PGF2a (Figura 2 —
Painel C).

Em estudos posteriores com animais intactos, no entanto, tratamentos visando
elevar as concentracfes pré-ovulatorias de E2 para evitar a lutedlise prematura néo
apresentaram resultados satisfatérios. Mann & Haresign (2001) trataram ovelhas em
anestro com sucessivas injecGes de E2 previamente a inducdo da ovulacdo e observaram
reducdo na secrecdo de PGFM no dia 4 apds ovulacdo porém, ndo suficiente para evitar

lutedlise prematura. Sa Filho et al. (2009a) verificaram que tratamentos com 1 mg de 17p-
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estradiol ou de cipionato de estradiol previamente a ovulacdo induzida por GnRH ndo

evitaram luteolise prematura em vacas Nelore em anestro.
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2.3.3.3. Associacao entre progesterona e estradiol

Trabalhos com ovelhas realizados por Moore (1985) e Wilmut et al. (1986)
mostraram que trés estdgios de exposicdo esteroidal sdo necessdrios para o
desenvolvimento de um ambiente uterino favordvel a concepcdo. A primeira é a fase de
exposicdo a P4 imediatamente antes do estro, seguindo-se uma fase de concentragdes
crescentes de E2 no estro e, finalmente, a manutencdo de concentragOes de P4 suficientes
no ciclo estral subseqliente. Na primeira ovulacdo pds-parto, essa seqiiéncia de exposicao
aos esteroides esta alterada e as concentracdes de P4 e E2 encontram-se limitadas, ao
contrario do que ocorre quando vacas ciclicas ovulam foliculos de tamanho adequado.

Garverick et al. (1988) observaram que o tratamento com P4 em vacas em anestro
poOs-parto resulta em maiores concentragdes de E2 pré-ovulatorio. Portanto, a prevencao da
secrecdo prematura de PGF2a pela pré-exposicao a P4 pode ndo ser somente através de um
mecanismo inibitorio direto, mas também por um efeito indireto, devido a maior secrecdo
de E2 pelo foliculo pré-ovulatério. De fato, Kieborz-Loos et al. (2003), utilizando como
modelo experimental vacas ovariectomizadas ap0s 0 parto, observaram que animais
tratados apenas com P4 apresentaram capacidade de secrecdo de PGF2a em resposta a OT
exogena mais precocemente em relacdo aqueles que receberam tratamento consistindo em
exposicdo a P4, seguida por exposicdo ao E2 e novamente a P4. Sa Filho et al. (2009a)
observaram incidéncia de 5,6% (1/18) de lute6lise prematura ao tratarem vacas Bos indicus
em anestro com P4 por 6 dias + estradiol-17 antes da indugdo da ovulagdo, enquanto em

vacas tratadas somente com P4 tal incidéncia foi de 21,9% (4/19). Isso indica que a
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associacao entre P4 e E2, respeitando a seqliéncia fisioldgica, deve ser mais importante que

os efeitos isolados da P4 ou do E2.

2.3.4. Luteolise prematura em vacas ciclando

Alguns trabalhos indicaram que a lutedlise prematura pode ocorrer quando animais
ciclando sdo induzidos a ovular foliculos pequenos (VASCONCELOS et al., 2001;
TAPONEN et al., 2003; PETERS & PURSLEY, 2003), com incidéncias variando entre
14,3% (3/21; VASCONCELOS et al., 2001) e 58,3% (7/12; PETERS & PURSLEY,
2003). Apesar de esse fendmeno parecer estar relacionado a ovulacéo de foliculos menores
ou menos maduros, Taponen et al. (2003) demonstraram que, similarmente ao que ocorre
em animais em anestro, esses ciclos de curta duracdo sdo consequéncia de secregdo
prematura de PGF2a pelo endométrio. Peters & Pursley (2003), ao testarem a antecipacao
da aplicacdo do segundo GnRH do protocolo Ovsynch, observaram redugéo nas taxas de
concepcao, provavelmente devido a ocorréncia de lutedlise prematura, ja que as taxas de
sincronizacdo foram semelhantes as das vacas tratadas com o protocolo convencional. A
ocorréncia de lutedlise prematura em animais ciclando ainda foi pouco estudada, porém
reforca a idéia de que a associacdo entre P4 e E2 é determinante na dura¢do do ciclo estral.
Mesmo apresentando exposicdo prévia a P4, vacas que ovulam foliculos menores
apresentam menores concentragdes circulantes de E2 pré-ovulatério, CL menores e
menores concentracdes circulantes de P4 na fase luteal subseqtiente (VASCONCELOQOS et

al., 2001), fatores propicios a expressdo de ER e OTR, e a lutedlise prematura.
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2.4. Efeitos dos esteroides ovarianos na morfologia uterina

O E2 e a P4 provocam importantes alteracOes fisiologicas e biossintéticas no trato
reprodutivo das fémeas mamiferas. Secre¢Oes uterinas e do oviduto moduladas por
esterdides sdo essenciais para prover um ambiente compativel aos processos relativos a
gestacdo, como o desenvolvimento embrionario inicial, implantacdo e placentacdo (BELL,
1988). A anélise histomorfométrica tem sido utilizada com sucesso para monitorar
alteracdes patoldgicas do endométrio bovino (GONZALEZ et al., 1985) e para estudar
efeitos de drogas e hormdnios no endométrio humano (JOHANISSON et al., 1991).
Recentes avangos nos métodos de analise morfométrica tém permitido quantificar de forma
confidvel as alteraces uterinas que ocorrem durante as fases dos ciclos reprodutivos em
humanos e ruminantes (WAHAB et al., 1999; DHALIWAL et al., 2002) entretanto, ndo se
encontraram na literatura dados referentes & morfologia uterina de ruminantes na condigdo
de anestro, bem como de ruminantes em anestro induzidos a ovulag&o.

Em ovelhas ciclicas, elevadas concentracdes pré-ovulatorias de E2 causaram
aumento no peso uterino, na razdo entre MRNA e DNA e na razdo entre proteina total e
DNA (JOHNSON et al., 1997a,b). Além disso, em ovelhas intactas, a proliferacdo celular
no epitélio luminal, glandulas superficiais, glandulas profundas, estroma subepitelial
superficial e profundo foi superior durante o estro em relacdo a fase luteal (JOHNSON et
al., 1997a,b). Estudos em ovelhas intactas (JOHNSON et al., 1997a,b) e ovelhas
ovariectomizadas tratadas com E2 exdgeno (REYNOLDS et al., 1998) demonstraram que
o E2 inicialmente induz hiperplasia e, em seguida, hipertrofia celular. Adicionalmente, o

tratamento com E2 exdgeno em ovelhas induziu hipertrofia do epitélio glandular e das



48

organelas citoplasmaticas sintetizadoras de proteinas, aumento do complexo de Golgi e de
seus arranjos paralelos, aumento do reticulo endoplasméatico rugoso e dispersdo da
cromatina no nucleo das células, indicativos de elevacdo da sintese protéica (MURRAY,
1992). Coletivamente, esses dados indicam que o E2 promove proliferacdo celular no
endométrio, aumenta sua capacidade de sintese protéica e ativa suas organelas secretoras.
Assim como o0 E2, a P4 também tem importante atuacdo na proliferacdo celular
endometrial (GRAHAM & CLARKE, 1997). O tratamento com P4 exdgena em ovelhas
aumentou a producéo de fatores angiogénicos endometriais (JOHNSON et al., 1997b), que
séo essenciais para aumentar a vascularizacdo requerida em regides de intensa proliferacéo
celular. Além disso, a P4 aumenta a sensibilidade uterina ao E2, permitindo ou
maximizando suas a¢des (JOHNSON et al., 1997b), e controla diversos fatores locais de
crescimento, que mediam a proliferagdo celular, como fator de crescimento epidermal
(EGF), fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) e fator de crescimento
transformador a (TGFo; GRAHAM & CLARKE, 1997). Além de efeitos na proliferacédo
celular uterina, a P4 também atua controlando secrec¢des uterinas que auxiliam na eclosao
do embrido, nutricdo embrionaria pds-eclosdo, implantacdo e placentacdo (GRAHAM &
CLARKE, 1997). Portanto, o desenvolvimento de novas estratégias para prevencao da
lutedlise prematura ndo necessariamente garantira concepcdo normal, pois a funcéo
secretora endometrial pode estar anormal em animais em anestro induzidos a ovular sem
prévia exposicdo a P4 e/ou com baixas concentracfes de E2. Nesse sentido, além de
aspectos relacionados a lutedlise em si, é essencial que também sejam estudados outros

aspectos uterinos relacionados a fertilidade.
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CAPITULO 2
EXPERIMENTO 1: CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E MOLECULARES

UTERINAS DE VACAS NELORE EM ANESTRO POS-PARTO

Resumo. O objetivo desse experimento foi avaliar a histomorfometria uterina, a expressao
génica endometrial de ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2, e a expressao protéica de ER e PR
(porcentagem de nucleos positivos e intensidade de colora¢do dos ndcleos positivos, em
unidades arbitrarias [UA], a imunohistoquimica) em vacas em anestro ao longo do
desenvolvimento da onda folicular. VVacas Nelore primiparas em anestro pos-parto foram
avaliadas diariamente por ultrassonografia ovariana, visando acompanhar o
desenvolvimento folicular, e submetidas a histerectomia quando o foliculo dominante
atingiu o diametro de 7,0 mm (FP; n = 4), 8,5 mm (FM; n = 4) ou 10,0 mm (FG; n = 4).
Um grupo adicional (PRO; n = 4) consistiu em vacas submetidas a remocao de bezerros
(RB; 48 h) quando o foliculo dominante atingiu o diametro de 9,5 mm e histerectomizadas
ao final da RB. Os dados foram analisados pelo PROC GLM do programa SAS. A
concentracdo sérica de estradiol no dia da histerectomia foi maior nas vacas do grupo PRO
em relacdo aos demais grupos (FP: 0,7 pg/mL; FM: 0,8 pg/mL; FG: 1,1 pg/mL; PRO: 2,9
pg/mL; P < 0,05). N&o houve efeito de grupo (P > 0,1) nas variaveis histomorfométricas e
na expressao génica endometrial de ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2. As vacas do grupo
PRO apresentaram maior intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para ER nas
células epiteliais glandulares superficiais (FP: 75,9 UA; FM: 75,2 UA; FG: 71,5 UA; PRO:

88,5 UA), intensidade de coloracdo dos nudcleos positivos para PR nas células epiteliais
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glandulares profundas (FP: 70,2 UA; FM: 73,1 UA; FG: 69,2 UA; PRO: 85,7 UA) e
porcentagem de nucleos positivos para PR no estroma subepitelial superficial (FP: 58,2%;
FM: 58,0%; FG: 57,3%; PRO: 63,4) em relagdo as vacas dos demais grupos (P < 0,05). As
vacas dos grupos FG e PRO apresentaram maior porcentagem de nucleos positivos para
ER no estroma subepitelial profundo em relagdo as vacas dos demais grupos (FP: 76,0%;
FM: 76,4%; FG: 83,6%; PRO: 86,1%; P < 0,05). Nas demais regides do endométrio, a
expressao protéica de ER e PR foi semelhante entre os grupos. Ao longo do
desenvolvimento folicular de 7,0 mm até 10,0 mm, em vacas em anestro, houve aumento
apenas na porcentagem de nucleos positivos para ER no estroma subepitelial profundo, ndo
ocorrendo alteragBes na histomorfometria uterina e na expressdo de genes relacionados a
lutedlise. Apds RB, vacas em anestro apresentaram elevacdo da expressdo dos ER e PR
apenas em algumas regides especificas do endométrio, como epitélio glandular e estroma
subepitelial.

Palavras-chave: Anestro, receptores de estradiol, receptores de progesterona, receptores

de ocitocina, histomorfometria uterina.
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Uterine Histomological and Molecular Characteristics in Postpartum Anestrus

Nelore Cows

Abstract. The objective of this study was to evaluate the uterine histomorphometry, gene
expression of ER, PR, OTR, COX-1 and COX-2, and protein expressions of ER and PR
(percentage of positive nuclei and staining intensity of positive nuclei, in arbitrary units
[AU], at immunohistochemistry) in anestrous cows throughout the development of a
follicular wave. Primiparous postpartum anestrous Nelore cows were evaluated daily by
ovarian ultrasonography and submitted to hysterectomy when the dominant follicle
reached the diameter of 7.0 mm (FP; n = 4), 8.5 mm (FM; n = 4), or 10.0 mm (FG; n = 4).
An additional group (PRO; n = 4) consisted in cows submitted to temporary weaning (TW;
48 h) when the dominant follicle reached 9.5 mm and hysterectomized at the end of TW.
Data were analyzed by PROC GLM of SAS. Serum concentration of estradiol at the day of
hysterectomy was greater in cows from PRO group than in cows from the other groups
(FP: 0.7 pg/mL; FM: 0.8 pg/mL; FG: 1.1 pg/mL; PRO: 2.9 pg/mL; P < 0.05). There were
no effects of group (P > 0.1) on histomorphometrical variables and on endometrial gene
expression of ER, PR, OTR, COX-1, and COX-2. Cows from PRO group had greater
staining intensity of ER-positive nuclei in shallow glandular epithelium (FP: 75.9 AU; FM:
75.2 AU; FG: 71.5 AU; PRO: 88.5 AU), staining intensity of PR-positive nuclei in deep
glandular epithelium (FP: 70.2 AU; FM: 73.1 AU; FG: 69.2 AU; PRO: 85.7 AU), and
greater percentage of PR-positive nuclei in shallow subepithelial stroma (FP: 58.2%; FM:

58.0%; FG: 57.3%; PRO: 63.4%) than cows from the other groups (P < 0.05). Cows from
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FG and PRO groups had a greater percentage of ER-positive nuclei in deep subepithelial
stroma than cows from the other groups (FP: 76.0%; FM: 76.4%; FG: 83.6%; PRO:
86.1%; P < 0.05). In the other endometrial areas, the protein expressions of ER and PR
were similar among groups. We concluded that in anestrous cows, follicular development
from 7.0 mm to 10.0 mm increased only the percentage of ER-positive nuclei in the deep
subepithelial stroma, with no changes on uterine histomorphometry and expression of
luteolysis-related genes. After TW, there was an increase in expression of ER and PR only
in specific areas of endometrium, such as glandular epithelium and subepithelial stroma.

Keywords: Anestrus, estradiol receptors, progesterone receptors, oxytocin receptors,

uterine histomorphometry.
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1. Justificativa

Avaliar a expressdao génica endometrial de ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2, a
expressao protéica de ER e PR e a histomorfometria uterina de vacas em anestro ao longo
do desenvolvimento da onda folicular. A hip6tese foi que em vacas em anestro, devido as
baixas concentracgdes circulantes de P4, a expressdo de enzimas e receptores endometriais
relacionados a lutedlise, bem como o desenvolvimento tecidual uterino, sdo regulados pelo

E2 circulante, de acordo com o crescimento folicular.

2. Materiais e métodos

Este experimento, bem como os descritos nos Capitulos 3 e 4, estd de acordo com
os principios éticos de experimentagio animal da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP/Botucatu, tendo sido aprovado

pela referida comissdo (Protocolo n° 40/2007-CEEA).

2.1. Animais e manejo reprodutivo

Foram utilizadas inicialmente 63 vacas primiparas Nelore em anestro, com 30 a 60
dias pos-parto e escore de condicdo corporal 2,93 £ 0,01 (escala de 1 a 5; HOUGHTON et
al., 1990), mantidas a pasto (Brachiaria humidicola) e pertencentes a Pecuaria Novo
Horizonte, localizada no municipio de Coxim-MS. A condi¢do de anestro foi determinada
por dois exames ultrassonograficos e pelas concentracdes sericas de P4, conforme sera
descrito a seguir. A partir do dia do segundo exame, os animais foram submetidos a

exames ultrassonograficos diarios a fim de se acompanhar o desenvolvimento folicular.
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Apos se detectar a presenca de um foliculo em crescimento, pela compara¢do de duas
sucessivas imagens, 0s animais continuaram sendo avaliados diariamente por
ultrassonografia ovariana e foram aleatoriamente distribuidos para receber um dos
seguintes tratamentos: excisao cirdrgica do corno uterino ipsilateral ao foliculo dominante
quando o mesmo atingiu o diametro de 7,0 mm (FP; n = 4); excisdo cirdrgica do corno
uterino ipsilateral ao foliculo dominante quando o mesmo atingiu o diametro de 8,5 mm
(FM; n = 4); excisdo cirargica do corno uterino ipsilateral ao foliculo dominante quando o
mesmo atingiu o didmetro de 10,0 mm (FG; n = 4); remocdo de bezerros (RB; 48 horas)
quando o foliculo dominante atingiu o diametro de 9,5 mm e excisdo cirurgica do corno
uterino ipsilateral ao foliculo dominante ao final da RB. O didmetro folicular (média dos
quadrados minimos + EPM) das vacas do grupo PRO no momento da histerectomia foi

11,31 £ 0,03 mm.

2.2. Remocao temporaria de bezerros

Durante 48 horas o0s bezerros foram separados das vacas do grupo PRO em currais
de forma a ndo haver contato fisico entre ambos. Nesse periodo foi fornecido agua a
vontade para os bezerros. O objetivo da RB foi estimular o desenvolvimento folicular de
modo a se produzir um ambiente enddcrino semelhante ao observado no primeiro proestro
poOs-parto, ou seja, elevacdo nas concentracdes circulantes de E2 sem prévia exposicdo a

P4,
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2.3. Ultrassonografia das estruturas ovarianas

Os exames ultrassonogréaficos foram realizados com aparelho Aloka, modelo SSD-
500 com transdutor linear retal de 7,5 MHz. A avaliagdo da ciclicidade foi realizada
através de dois exames ultrassonograficos com intervalo de 7 dias, sendo considerados em
anestro os animais que ndo apresentaram tecido luteal em ambos os exames. Além disso,
amostras de sangue colhidas nesses dias para dosagem das concentracfes séricas de P4
confirmaram a condi¢do de anestro, conforme serd descrito a seguir. A avaliacdo do
desenvolvimento folicular foi realizada através de exames ultrassonograficos diarios, 0s
quais se iniciaram no dia da segunda avaliacdo ultrassonogréfica para ciclicidade. O
didmetro folicular foi determinado através da média entre 0 maior didmetro e o didmetro

perpendicular a ele.

2.4. Colheitas e analises de sangue

As amostras de sangue foram colhidas de vasos coccigeos em tubos tipo vacutainer
sem anticoagulante e armazenadas por 24 horas em refrigerador a 4 °C, quando entdo
foram centrifugados a 1500 x g por 10 minutos a 25 °C. O soro foi separado e armazenado

a -20 °C até a realizacdo das dosagens.

2.4.1. Dosagens de progesterona
As amostras de sangue para dosagem de P4 para confirmar a condi¢do de anestro
foram colhidas imediatamente apds os dois exames ultrassonograficos em que se avaliaram

presenca de tecido luteal. Todas as vacas com auséncia de CL ao exame ultrassonogréafico
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apresentaram concentragdes séricas de P4 inferiores a 1,0 ng/mL em ambos os dias
confirmando, portanto, a condicdo de anestro. A dosagem de P4 foi realizada por
radioimunoensaio utilizando-se o produto comercial Coat-a-Count® (Diagnostic Products
Corporation, Los Angeles, CA) e procedimentos de acordo com as recomendacdes do
fabricante, no Laboratério de Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterindria da FMVZ/UNESP/Botucatu. A sensibilidade do ensaio foi 0,1

ng/mL e coeficiente de variagdo intra-ensaio foi 6,1%.

2.4.2. Dosagens de estradiol

As amostras de sangue para dosagem de E2 foram colhidas imediatamente antes de
as vacas serem submetidas a histerectomia unilateral. As dosagens de E2 foram realizadas
por radioimunoensaio, utilizando-se kits comercias de 3* Geracdo da DSL-39100°
(Diagnostic Systems Laboratories, Inc., Webster, Texas, EUA), no Laboratorio de
Endocrinologia do Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria da
FMVZ/UNESP/Botucatu. Todas as amostras de soro foram dosadas em duplicata, apos
procedimento de extracdo. Foram adicionados 200 pL da amostra de soro e 3 mL de
solucdo benzeno/tolueno na proporcao de 2:1 (v/v) a tubos de ensaio (vidro borosilicato 16
x 100 mm), os quais foram homogeneizados por 20 minutos em vortex e imediatamente
locados em freezer -80 °C. Apds 4 minutos, o sobrenadante foi transferido para outro tubo
de ensaio (vidro borosilicato 12 x 75 mm) e permaneceu em capela para evaporacao por 24
horas, quando os extratos foram ressuspendidos em 200 pL de PBSg e 0 ensaio prosseguiu

de acordo com as recomendaces do fabricante. A curva padrdo foi construida a partir de
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sucessivas dilui¢bes 1:1 (v/v) do padrdo 15 pg/mL com o padréo 0 ng/mL do kit, obtendo-
se, assim, os padrées 0,00, 0,06, 0,12, 0,23, 0,47, 0,94, 1,87, 3,75, 7,50 e 15,00 pg/mL.
Além desses padrdes, a curva padrdo contou ainda com amostras TC (“total count”), NSB
(“non-specific binding”) e BLK (“blank). As amostras TC consistiram na adi¢do de 100
uL do marcador (E2 contendo moléculas de iodo radioativo) e levadas ao contador gama
sem drenagem do contetdo. Para a obtengdo do NSB, pipetaram-se da 200 uL da amostra
do padrdo 0,00 pg/mL, porém sem adicdo de anticorpo primario, e 0s demais
procedimentos foram realizados de acordo com as recomendagOes do fabricante. Para a
obtencdo do BLK, realizaram-se pipetagem inicial de 3,2 mL de solugdo solvente,
evaporacgéo, ressuspensédo em 200 uL de PBSg e posterior prosseguimento do ensaio de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

As porcentagens de ligacdo das amostras de soro foram calculadas a partir de uma
equacdo de regressdo em relacdo & media das amostras BLK, enquanto a porcentagem de
ligacdo das amostras da curva padrdo foram calculadas a partir de uma equacdo de
regressdao em relacdo a média das amostras-padrdo 0,00 pg/mL. A sensibilidade do ensaio

foi 0,5 pg/mL e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi 12,3%.

2.5. Colheita, manipulacgéo e anélises dos tecidos uterinos
2.5.1. Laparotomia e histerectomia unilateral

As amostras de tecidos uterinos foram obtidas ap6s excisdo cirargica do corno
uterino ipsilateral ao foliculo dominante. Para o procedimento cirdrgico, cada vaca foi

previamente contida de forma apropriada em tronco de contencédo e sedada com 0,6 mL de
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cloridrato de xylazina 2% (Rompun®, Bayer Satde Animal, Sdo Paulo, SP, Brasil). Ap6s
tricotomia da regido da fossa paralombar direita (20 cm x 20 cm), com ldmina de barbear
em aco inox, a mesma foi submetida a assepsia com solucdo de iodo 2% e, posteriormente,
enxaguada com solucdo de alcool 70%. Em seguida, realizou-se o procedimento de
anestesia local infiltrativa em “L” invertido, em que 50 mL de cloridrato de lidocaina 2%
(Anestésico L Pearson®, Eurofarma Laboratérios Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram
injetados de maneira a formar duas linhas convergentes de aproximadamente 20 cm cada,
sendo uma paralela a margem dorso-caudal da ultima costela e a outra paralela & margem
ventro-lateral dos processos transversos das vértebras lombares.

No centro da fossa paralombar direita, aproximadamente 5 cm ventralmente aos
processos transversos das Vvértebras lombares, foi realizada uma incisdo da pele
estendendo-se 15 cm ventralmente. Para 0 acesso a cavidade abdominal, foi necessario
realizar incisdo com tesoura da fascia subcuténea e da tanica abdominal, dissecgdo manual
dos musculos abdominais obliquo externo, obliquo interno e transverso, e posterior incisao
com tesoura do periténio. A identificacdo do utero foi feita por palpacdo e o corno uterino
ipsilateral ao foliculo dominante foi exteriorizado, ligado a aproximadamente 5 cm de
distancia da bifurcacdo uterina com fio categute cromado n° 2 (Brasuture IndUstria
Comércio Importacdo e Exportacdo Ltda., Sdo Sebastido da Grama, SP, Brasil) e excisado
com auxilio de tesoura. O fragmento do corno uterino excisado foi imediatamente
colocado em saco plastico estéril, acondicionado em recipiente térmico contendo gelo e
levado a um local fechado para adequada manipulacdo das amostras, conforme sera

descrito posteriormente.
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A incisdo do flanco foi suturada em 3 planos: (1) sutura continua simples
envolvendo periténio e musculaturas com fio categute cromado n° 2; (2) sutura continua
tipo Cushing do tecido subcutaneo com fio categute cromado n° 2; (3) sutura interrompida
simples da pele com fio de algodéo tipo cordoné “Urso”. Apds cada cirurgia, a regido da
incisdo foi lavada com solucdo de alcool iodado e polvilhada com repelente de insetos
(Tanidil®, Bayer Satde Animal, S&o Paulo, SP, Brasil). Os procedimentos pés-cirdrgicos,
que se iniciaram imediatamente apds as cirurgias, consistiram em: (1) tratamento diario,
por 5 dias consecutivos, com flunixin meglumine (20 mL/dia de Banamine®, Schering-
Plough Saude Animal, Cotia, SP, Brasil); (2) tratamento com duas injecfes a intervalo de
48 horas de antibiético (Pentabi6tico Veterinario Reforcado®, Fort Dodge Satide Animal,
Campinas, SP, Brasil); (3) acompanhamento didrio para deteccdo de miiases e sua
eliminacdo, quando detectada. A remocdo dos fios de sutura da pele foi realizada 8 dias

apos a cirurgia.

2.5.2. Manipulagéo dos tecidos uterinos

Ao chegar a sala de manipulacdo, incisou-se com tesoura o fragmento de corno
uterino longitudinalmente, expondo-se o endométrio, o qual foi lavado com solucdo
fisioldgica a 4 °C. A partir desse material duas amostras foram obtidas, sempre a uma
distancia de 5 a 7 cm da juncdo uterotubdrica: 1) a primeira amostra consistiu em um
fragmento da regido intercaruncular contendo endométrio, miométrio e serosa, para a
realizacdo das andlises histomorfométrica e imunohistoquimica. Esse fragmento foi

acondicionado em cassete plastico, fixado em formol tamponado 10% durante 20 horas e,
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posteriormente, mantido em etanol 70% até o momento da inclusdo em parafina; 2) a
segunda amostra consistiu em um fragmento de 1 cm x 1 cm de endométrio
intercaruncular, o qual foi obtido através de disseccdo, para a realizacdo das analises de
expressdo génica. Esse fragmento foi imediatamente acondicionado em frasco plastico tipo
Eppendorf estéril e livre de RNAse contendo solugdo RNA Later® (Ambion, Austin, TX,
EUA) e mantido a 4 °C por 24 horas. Em seguida, o fragmento endometrial foi removido
da solucdo RNA Later®, transferido para outro frasco plastico tipo Eppendorf estéril e livre
de RNAse, e mantido a -20 °C até o momento da extracdo de RNA. Optou-se pela colheita
de material da regido intercaruncular pelo fato de essa ser a principal regido produtora de

PGF2a (SKARZYNSKI et al., 2000).

2.5.3. Analises dos tecidos uterinos
2.5.3.1. Avaliacao histomorfométrica

Para a avaliacdo das caracteristicas histomorfométricas uterinas, montaram-se
laminas coradas por hematoxilina-eosina (HE). O protocolo de coloracdo HE foi realizado
no Laboratério de Histopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria da
FMVZ/UNESP/Botucatu e consistiu nas seguintes etapas:

1) Desidratacdo do material em banhos de alcool, como descrito a seguir:

- Imersédo rapida em alcool 85%;

- Imersédo rapida em alcool 95%;

- Imersd@o em alcool absoluto I por 5 minutos;

- Imersd@o em alcool absoluto Il por 5 minutos;
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5)

6)

7)

8)
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- Imersd@o em alcool absoluto Il por 5 minutos;

- Imersdo em Xilol | por 5 minutos;

- Imersdo em Xilol Il por 5 minutos;

Incluséo do tecido desidratado em parafina;

Microtomia do bloco de parafina em cortes de 3 um;

Acondicionamento dos cortes (trés por vaca) em laminas histoldgicas;
Desparafinizacdo do material, como descrito a seguir:

- Incubacdo das laminas a 57 °C por 30 minutos em cuba de vidro contendo xilol;

- Incubacdo das laminas & temperatura ambiente por 20 minutos em uma nova
solucéo de xilol;

Secagem das laminas com papel filtro;

Re-hidratacdo do material em banhos de alcool, como descrito a seguir:

- Imersédo rapida em alcool 95%;

- Imersd@o em alcool absoluto I por 5 minutos;

- Imersdo em alcool absoluto Il por 5 minutos;

- Imersd@o em alcool absoluto 111 por 5 minutos;

- Imersd@o em alcool 95% por 5 minutos;

- Imersd@o em alcool 85% por 5 minutos;

Imersdo em solucdo de hematoxilina por 4 minutos, com posterior remocao do

excesso de corante por lavagem em agua corrente;
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9) Imersdo em solucdo de alcool etilico 70% contendo 0,3% (v/v) de &cido cloridrico
por 2 segundos, com posterior remogéo do excesso de corante por lavagem em &gua
corrente;

10) Imersao em solucédo de eosina por 2 minutos, com posterior remogédo do excesso de
corante por lavagem em agua corrente;

11) Desidratagdo do material como descrito a seguir:

- Imersédo rapida em alcool 85%;

- Imersdo rapida em alcool 95%;

- Imersdo em alcool absoluto | por 1 minuto;
- Imersdo em alcool absoluto Il por 1 minuto;
- Imersdo em Xilol | por 2 minutos;

- Imersdo em Xilol Il por 2 minutos;

12) Colagem de laminulas com resina sintética.

Imagens digitais de cada lamina foram obtidas com auxilio de cAmera fotogréfica.
Para a analise morfométrica utilizou-se o programa ImageJ (National Institutes of Health,
disponivel em www.rsb.info.nih.gov/ij/). Determinaram-se a altura média das células
epiteliais luminais, glandulares superficiais e glandulares profundas, a area endometrial
percentual, o nimero de ductos glandulares por unidade de area endometrial, 0 perimetro
dos ductos glandulares e a area ocupada por ductos glandulares por unidade de area
endometrial e por unidade de area total de tecido uterino. Para a determinacdo da area

endometrial percentual, considerou-se o endométrio inteiro, incluindo os estromas
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subepiteliais superficial e profundo. Os cinco principais tecidos presentes no endométrio
(epitélio luminal, estroma subepitelial superficial e profundo, e epitélio glandular
superficial e profundo) estdo demonstrados na Figura 3-A.

Quando a glandula endometrial é seccionada histologicamente, diversos ductos
glandulares séo observados, podendo ou nédo representar a mesma glandula. Por essa razéo,

no presente estudo, utiliza-se a referéncia “ductos glandulares” ao invés de “glandula”.

2.5.3.2. Receptores de estradiol e progesterona
Para a avaliagdo de ER e PR nos tecidos uterinos, montaram-se laminas coradas
pela técnica de imunohistoquimica, de acordo com os procedimentos validados e descritos
por Martin et al. (2008). Os protocolos de imunohistoquimica foram realizados no
Laboratério de Histopatologia do Departamento de Clinica Veterindria da
FMVZ/UNESP/Botucatu e consistiram nas seguintes etapas:
1) Desidratacdo do material em banhos de alcool, de maneira semelhante a descrita no
item anterior;
2) Inclusdo do tecido desidratado em parafina;
3) Microtomia do bloco de parafina em cortes de 3 um;
4) Acondicionamento dos cortes (trés por vaca) em laminas histoldgicas previamente
preparadas com organosilano (A3648, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA);
5) Desparafinizacdo do material, de maneira semelhante a descrita no item anterior;
6) Secagem das laminas com papel filtro;

7) Re-hidratacdo do material em banhos de alcool, como descrito a seguir:
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- Imersdo rapida em alcool 95%;

- Imersdo em alcool absoluto | por 5 minutos;
- Imersdo em alcool absoluto Il por 5 minutos;
- Imersdo em alcool absoluto Il por 5 minutos;
- Imersdo em alcool 95% por 5 minutos;

- Imersdo em alcool 85% por 5 minutos;

8) Recuperacédo antigénica, como descrito a seguir:

- Receptores de estradiol: incubacéo das laminas imersas em solucgéo de citrato de
s6dio 10 mM (pH = 6,0) em forno microondas durante 15 minutos;

- Receptores de progesterona: incubagéo das laminas imersas em solucdo de EDTA
10 mM (pH = 8,0) com incubagdo em banho-maria a 96 °C durante 40 minutos;

9) Lavagem das ldminas em &gua corrente durante 10 minutos e subsequente
passagem das laminas por dois banhos de agua destilada;

10) Bloqueio da peroxidase endogena, através da imersdo das laminas em solucédo de
metanol contendo 3% de agua oxigenada 3% durante 30 minutos, renovando-se a
solugdo aos 15 minutos;

11) Lavagem das laminas em agua corrente durante 10 minutos e subseqlente
passagem das ldaminas por dois banhos de agua destilada;

12) Dupla lavagem do material em solugdo tampdo TRIS (pH = 7,4) por 5 minutos

cada;
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13) Alocagdo das laminas em cdmara Uumida e incubacdo das mesmas em solucdo
tampdo TRIS contendo 5% de albumina sérica bovina (BSA; A7906, Sigma-
Aldrich) durante 1 hora em temperatura ambiente;

14) Incubacéo com o anticorpo primario diluido em solucdo de BSA 5% a proporcao de
1:50 (v/v) durante 18 horas a 4 °C. Para a avaliacdo de ER utilizou-se um anticorpo
policlonal obtido em coelho anti-receptor de estrdgeno humano com reatividade
cruzada para a espécie bovina (Estrogen Receptor Ab-17® Rabbit Polyclonal
Antibody, Neomarkers, Fremont, CA, EUA; MARTIN et al.,, 2008) e para a
avaliacdo de PR utilizou-se um anticorpo monoclonal obtido em camundongo anti-
receptor de progesterona humano com reatividade cruzada para a espécie bovina
(Progesterone Receptor Ab-8 Clone hPRa 2+hPRa 3® Mouse Monoclonal
Antibody, Neomarkers; MARTIN et al., 2008);

15) Dupla lavagem do material em solugdo tampé&o TRIS por 5 minutos cada;

16) Incubacdo das amostras com o anticorpo secundario por 30 minutos a temperatura
ambiente, seguida por incubacdo com complexo ABC (Dako Cytomation,
Carpinteria, CA, EUA) de acordo com as instruc6es do fabricante;

17) Lavagem do material em solucdo tampédo TRIS por 5 minutos;

18) Tratamento das laminas com o cromégeno DAB (Liquid DAB Cromogen®, Dako
Cytomation) durante 2 minutos ao abrigo da luz, para revelacao da reacéo;

19) Interrupcdo da reacdo de revelacdo, como descrito a seguir:

- Dupla imersdo rapida em solucdo tampdo TRIS;

- Lavagem em agua corrente por 10 minutos;
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- Dupla imersdo rapida em agua destilada;
20) Contracoloragédo com Hematoxilina de Mayer por 3 minutos;
21) Interrupgéo da reacédo de coloragdo, como descrito a seguir:
- Lavagem em 4gua corrente por 10 minutos;
- Dupla imersdo rapida em agua destilada;
22) Desidratacdo do material como descrito a seguir:
- Imersédo rapida em alcool 85%;
- Imersédo rapida em alcool 95%;
- Imersdo em alcool absoluto | por 1 minuto;
- Imersdo em alcool absoluto Il por 1 minuto;
- Imersé@o em Xilol I por 2 minutos;
- Imersdo em Xilol Il por 2 minutos;
23) Colagem de laminulas com resina sintética Permount (UN1294, Fisher Scientific

Co., Fair Lwan, NJ, EUA).

Os controles negativos do ensaio para ER consistiram em laminas onde a incubacéo
com o anticorpo primario foi substituida pela incuba¢do com imunoglobulina de coelho
(Rabbit Immunoglobulin — Negative Control, Dako; Figura 3-C), enquanto os controles
negativos do ensaio para ER consistiram em laminas onde a incubagdo com o anticorpo
primario foi substituida pela incubacdo com imunoglobulina de camundongo (Mouse
Immunoglobulin - Universal Negative Control, Dako; Figura 3-D). Os demais

procedimentos foram realizados de forma semelhante a descrita acima.
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Utilizaram-se dois métodos para a avaliagdo da imunomarcacdo nas ceélulas
endometriais epiteliais luminais, glandulares superficiais e glandulares profundas e nos
estromas subepiteliais superficial e profundo. No primeiro método, contou-se 0 nimero de
nucleos positivos (marrons; Figura 3-B) ou negativos (azuis; Figura 3-B), independente da
intensidade de marcac&o, até que o total de nlcleos alcangasse 200. No segundo método, a
intensidade de coloragdo dos ndcleos positivos contados pelo método analitico anterior foi
analisada usando o programa ImagelJ (BRIDGES, 2007). Os nucleos foram contornados
em limiar minimo e a intensidade de coloragdo da &rea contornada foi determinada usando
a opcdo de anélise de particulas. A intensidade de coloracdo do material de lamina
(“background”) foi determinada previamente e utilizada para ajustar os valores de cada
amostra. Os valores de intensidade de coloragdo reportados nos resultados sdo ajustados.

Adotaram-se unidades arbitrarias (UA) para os dados de intensidade de colorago.
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Figura 3: A) Lamina de tecido uterino corada pela técnica de hematoxilina-eosina. EL:
epitélio luminal; ES: estroma subepitelial superficial; GS: ducto glandular superficial; EP:
estroma subepitelial profundo; GP: ducto glandular profundo. B) Lamina de tecido uterino
corada pela técnica de imunohistoquimica; P: nucleo imunorreativo (positivo); N: nicleo
ndo-imunorreativo (negativo). C) Controle negativo do ensaio para receptor de estradiol,
D) Controle negativo do ensaio para receptor de progesterona.

2.5.3.3. Expressdo génica de ER, PR, OTR e das enzimas COX-1 e COX-2
Para a avaliacdo da expressdo génica de ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2, utilizou-

se a técnica de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real, apds transcrigdo reversa
(RT-PCR em Tempo Real). Os protocolos foram realizados no Laboratério de Fisiologia
Molecular Ovariana do Departamento de Fisiologia do IBB/UNESP/Botucatu e
consistiram nas seguintes etapas:

1) Descongelamento das amostras;

2) Imersdo de fragmentos das amostras (50 a 100 mg) em 1 mL de solugdo Trizol®

(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA);



3)

4)

5)

6)

7)
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Trituracdo das amostras em homogeneizador de tecidos (Polytron UltraTurrax T-
25) e aplicacdo do protocolo Trizol®, de acordo com as especificacdes do
fabricante, para extracdo de RNA total;

Solubilizagdo das amostras de RNA em 20 pL de agua destilada;

Mensuracdo das concentragfes das amostras de RNA total por espectrofotometria
(BioPhotometer®, Eppendorf, Westbury, NY, EUA);

Tratamento das amostras de RNA total com DNAse, seguindo o protocolo DNAse |
— Amplification Grade® (Invitrogen), como descrito a seguir:

- Célculo do volume da solugdo de RNA total a ser tratada, visando-se conter 1 ug
de RNA total;

- Adicdo de 1 pL de tamp&o DNASe;

- Adicdo de 1 puL de DNAse I;

- Adicdo de agua destilada livre de RNAse, de forma a completar um volume final
de 10 pL;

- Incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos;

- Adicdo de 1 uL de EDTA (25 mM);

- Incubacdo a 65 °C por 10 minutos;

- Transferéncia das amostras para gelo;

Reacao de transcricdo reversa, utilizando-se o protocolo comercial SuperScript 111®

(Invitrogen), como descrito a seguir:

estéril;

- Transferéncia de 8 pL da solucdo de RNA total tratada com DNAse para tubo
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- Adicdo de 1 pL de oligonucleotideo iniciador Oligo (dT; 500 pug/mL);
- Adicdo de 1uL de DNTP Mix (10 nM);

- Adicéo de 3 pL de agua destilada;

- Incubacgdo a 65 °C por 5 minutos;

- Incubacao em gelo por 1,5 minuto;

- Adicéo de 4 pL de tampdo “First Strand” 5X;

- Adicdo de 1 uL de DTT (0,1 M);

- Adicdo de 1 pL de “RNAse OUT Inhibitor” (40 unidades/uL);
- Adicdo de 1 uL SuperScript 111® (transcriptase reversa);

- Incubacgdo a 50 °C por 50 minutos;

- Incubagdo a 70 °C por 15 minutos;

- Incubagao em gelo por 2 minutos;

8) Aplicacdo do protocolo de amplificacdo do produto comercial Power Sybr Green
Master Mix® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em placas de 96 pocos
contendo 12,5 pL de Power Sybr Green Master Mix®, 1 uL de cDNA (diluigdo 1:5)
e 11,5 uL de oligonucleotideos iniciadores bovino-especificos. Os genes GAPDH,
ciclofilina (CYC-A) e histona foram testados através do programa GeNorm®
(Microsoft Corporation, Redmond, WA, EUA) para selecdo do controle enddgeno
mais estavel e a CYC-A foi o melhor controle enddégeno. Por esse motivo, em todos
0s experimentos descritos na presente tese, os resultados referentes a expressdes

génicas estdo descritos como média dos quadrados minimos (x EPM) dos niveis
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expressos do gene alvo em relacdo aos niveis expressos do gene constitutivo CYC-
A e, portanto, ndo possuem unidade.

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados estédo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Seqliéncia dos oligonucleotideos iniciadores para CYC-A, ER, PR, OTR, COX-1
e COX-2 (S: oligonucleotideo iniciador “sense”; A: oligonucleotideo iniciador “antisense”;
pb: pares de base).

Tamanho do Temperatura  Eficiénciade [] final

Sequéncia iniciadora fragmento de amplificacéo (nM)
Gene y o
5 -3) (pb) anelamento
(W9
S- GCCATGGAGCGCTTTGG 96,0% 300 nM
CYCA A CCACAGTCAGCAATGGTGATCT 65 60,0
ER S- GGGAAGCTCCTATTTGCTCC 233 56.0 96,7% 250 nM
A- CGGTGGATGTGGTCCTTCTCT '
PR S- AGAACTCATCAAGGCAATTGG 296 56.0 91,0% 300 nM
A- CACCATCCCTGCCAATATCTT '
OTR S- CTCCAGCCAGAGAAGATGCT 107 60.0 93,0% 300 nM
A- GCCACCAAGAACCAGAGTGT '
COX-1 S- TGCCTTCTTTGCCCAACACTTCAC 150 60.0 98,6% 300 nM
A- TTAAAGAGCCGCCGCTGATACCGA '
COX-2 S- TGCTGAGTTTAACACGCTCTACCA 125 60,0 87,5% 300 nM

A- TGAGACCATGTTCCAGTAAGACAGA

As condicOes para amplificacdo dos genes foram: 10 minutos a 95 °C, 40 ciclos de
15 segundos a 95 °C (desnaturacdo) e 1 minuto a temperatura especifica de anelamento
(Tabela 1), seguido de curva de dissociacdo padrdo. Os dados de fluorescéncia foram
coletados ao final de cada extensdo no ABI Prism 7500® Sequence Detection System
(Applied Biosystems).

A eficiéncia de amplificacdo de cada gene analisado foi estimada utilizando-se o
programa LinRegPCR® (RAMAKERS et al., 2003), considerando-se a eficiéncia média
com base na curva de amplificacdo individual de cada amostra. A determinacdo do
“threshold” de cada gene considerou as médias de no minimo 4 pontos da curva de

amplificagdo durante a fase exponencial das amostras analisadas. Os valores de expressao
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génica foram normalizados pela expressdo do gene da CYC-A pela seguinte equacdo

(PFAFFL et al., 2001):

ACP,;,o(controle — amostra
(Ealvo) alvo( )

Razdo =
(ECYC- A)ACPCYC.A(ControIe — amostra)

em que Eawo € a eficiéncia do transcrito do gene alvo, Ecyc.a € a eficiéncia do transcrito
gene referéncia (CYC-A); ACPg, é desvio do ponto de cruzamento (CP) do gene alvo
transcrito; ACPcyc-a € desvio de CP do gene referéncia transcrito.

Para cada primer, a linha de “threshold” foi fixada no ponto médio da janela de
linearidade, determinada pelos valores minimos e maximos de fluorescéncia. Uma amostra

foi escolhida aleatoriamente e foi utilizada como controle.

2.6. Andlise estatistica

As variaveis dependentes foram analisadas pelo procedimento GLM do programa
SAS. Para cada variavel, os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos e a
homogeneidade das variancias. Quando os dados ndo obedeceram as premissas para a
analise, foram submetidos a transformacdo logaritmica ou inversa e re-analisados. As
médias ajustadas foram re-expressas na escala original.

Para a andlise das variaveis dependentes concentracdo serica de E2 no dia da
histerectomia, morfometria uterina (altura das células epiteliais luminais, altura das céelulas
epiteliais glandulares superficiais, altura das células epiteliais glandulares profundas, area
endometrial percentual, densidade de ductos glandulares, perimetro dos ductos glandulares

superficiais e profundos, area ocupada por ductos glandulares por unidade de éarea
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endometrial e area ocupada por ductos glandulares por unidade de area total de tecido
uterino), ER (porcentagem de nucleos positivos e intensidade de coloragdo), PR
(porcentagem de nucleos positivos e intensidade de coloragdo) e expressdo génica (ER, PR,
OTR, COX-1 e COX-2), o modelo incluiu os efeitos de grupo e escore de condicdo
corporal (covariavel).

As médias gerais foram desdobradas e comparadas somente quando detectado
efeito ou tendéncia a efeito de grupo. Utilizou-se o teste t para comparacdo de médias, e
considerou-se significancia quando P < 0,05 e tendéncia a significancia quando 0,1 > P >

0,05.

3. Resultados e discussao
As variaveis continuas descritas a seguir estdo expressas como média dos

quadrados minimos + EPM.

3.1. Estruturas e esterdides ovarianos

A concentracdo serica de E2 no dia da histerectomia foi influenciada por grupo,
sendo maior nas vacas do grupo PRO em relacdo aos demais grupos (FP: 0,71 pg/mL; FM:
0,77 pg/mL; FG: 1,09 pg/mL; PRO: 2,91 pg/mL; EPM = 0,29; P < 0,05). Esse resultado
contrariou em parte a expectativa inicial, uma vez que estudos prévios demonstraram que a
capacidade esteroidogénica folicular estd positivamente relacionada ao seu tamanho
(VASCONCELOS et al., 2001; SA FILHO et al., 2009a). Essa diferenca pode ter ocorrido

devido a utilizacdo vacas primiparas amamentando ndo pré-expostas a P4, enquanto 0s
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estudos encontrados na literatura utilizaram vacas multiparas ciclicas ou vacas multiparas
em anestro tratadas com P4.

Em vacas de corte primiparas em sistemas de pastejo exclusivo, a ingestdo de
nutrientes ndo é suficiente para atender a demanda para crescimento e lactacdo, implicando
em balango energético negativo mais severo que em vacas multiparas (JOLLY et al.,
1995), e conseqlientemente menor secrecdo pulsatil de LH (BUTLER, 2000). Stagg et al.
(1995) compararam padrdes de desenvolvimento folicular em vacas de corte em anestro
poOs-parto alimentadas com dietas para ganho ou perda de peso e observaram que as
concentragdes circulantes de E2 nas vacas perdendo peso permaneceram baixas mesmo
com o foliculo dominante em crescimento, indicando que o balango energético negativo
pode comprometer a secrecdo de E2, aumentar sua metabolizacdo, ou ambos. E
provavelmente por esse motivo que vacas em anestro pos-parto chegam a apresentar
foliculos com didmetro adequado, porém ndo ovulam, ja que a concentragdo circulante de
E2 é insuficiente para induzir pico de LH (WILTBANK et al., 2002). Entretanto, as vacas
do grupo PRO, as quais foram submetidas a remocdo de bezerros, apresentaram maior
concentracdo sérica de E2 que as vacas dos demais grupos, provavelmente porque a
restricdo do estimulo da amamentacdo na vaca reduziu a sensibilidade hipotalamica a
retroalimentacdo negativa do E2 (ACOSTA et al.,, 1983; ZALESKY et al., 1990),
permitindo maior frequéncia de pulsos de LH, crescimento do foliculo dominante e

secrecdo de E2 (EDWARDS, 1985; VASCONCELOS et al., 2009b).
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3.2. Aspectos moleculares relacionados a lutedlise

Discordando da hip6tese inicial, ndo houve efeito de grupo (P > 0,1) na expressao
génica de ER (7,25 + 1,66), PR (5,42 + 1,83), OTR (15,12 + 2,42), COX-1 (2,19 + 0,86) e
COX-2 (1,20 = 0,42). Houve efeito de grupo (P < 0,05) na intensidade de coloragdo dos
nucleos positivos para ER nas células epiteliais glandulares superficiais, sendo maior nas
vacas do grupo PRO em relagdo as vacas dos demais grupos (FP: 75,88 UA; FM: 75,17
UA; FG: 71,49 UA; PRO: 88,54 UA; EPM = 5,32), e na porcentagem de nucleos positivos
para ER no estroma subepitelial profundo, sendo maior nas vacas dos grupos FG e PRO
em relacdo as vacas dos grupos FP e FM (FP: 75,96% UA; FM: 76,40% UA; FG: 83,62%
UA; PRO: 86,13% UA; EPM = 3,25). A porcentagem de ndcleos positivos e a intensidade
de coloracdo dos nucleos positivos para ER nas demais regides endometriais ndo foram
influenciadas por grupo (porcentagem de nucleos positivos no epitélio luminal: 94,64 +
1,88%); intensidade de coloracdo dos nudcleos positivos do epitélio luminal: 86,35 + 2,49
UA; porcentagem de nucleos positivos no epitélio glandular superficial: 95,97 + 0,95%;
porcentagem de ndcleos positivos no epitélio glandular profundo: 95,55 + 1,27%;
intensidade de coloracdo dos nucleos positivos do epitélio glandular profundo: 94,92 +
1,13 UA,; porcentagem de nucleos positivos no estroma subepitelial superficial: 94,84 +
1,55%; intensidade de coloracdo dos nucleos positivos do estroma subepitelial superficial:
96,03 = 1,09 UA; intensidade de coloracdo dos nucleos positivos do estroma subepitelial
profundo: 96,24 + 1,49 UA).

Foram observados efeitos de grupo (P < 0,05) na intensidade de coloracdo dos

nucleos positivos para PR nas células epiteliais glandulares profundas, sendo maior nas
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vacas do grupo PRO em relagdo as vacas dos demais grupos (FP: 70,22 UA; FM: 73,15
UA; FG: 69,19 UA; PRO: 85,74 UA; EPM = 1,92), e na porcentagem de ndcleos positivos
para PR no estroma subepitelial superficial, sendo maior nas vacas do grupo PRO em
relacdo as vacas dos grupos FP e FM (FP: 58,19%; FM: 58,03%; FG: 57,35%; PRO:
63,42%; EPM = 1,17). A porcentagem de nucleos positivos e a intensidade de coloragdo
dos ndcleos positivos para PR nas demais regifes endometriais ndo foram influenciadas
por grupo (porcentagem de nicleos positivos no epitélio luminal: 94,85 + 0,68%;
intensidade de coloracdo dos nucleos positivos do epitélio luminal: 90,04 + 2,29 UA;

porcentagem de nucleos positivos no epitélio glandular superficial: 95,39 + 0,83%;

+

intensidade de coloracdo dos nucleos positivos no epitélio glandular superficial: 90,57 +
0,95 UA; porcentagem de nucleos positivos no epitélio glandular profundo: 90,26 *
1,01%; intensidade de coloracdo dos nucleos positivos do estroma subepitelial superficial:
87,67 + 1,12 UA,; porcentagem de nicleos positivos no estroma subepitelial profundo:
47,75 + 1,03%; intensidade de coloracdo dos nucleos positivos do estroma subepitelial
profundo: 83,57 £ 1,26 UA).

Os resultados do presente experimento corroboram parcialmente a hipotese
experimental inicial, uma vez que os efeitos observados ocorreram apenas na expressao
protéica de ER e PR em algumas regiGes endometriais, como epitélio glandular e estroma
superficial, e em estagios avancados do desenvolvimento folicular. De forma geral, ha
consenso na literatura de que ocorre estimulo a expressao de ER e OTR durante o proestro
e estro (MEYER et al., 1988; BOOS et al., 1996; ROBINSON et al., 2001), levando

diversos autores a sugerir que o E2 é responsavel por esse efeito. De fato, a remocdo dos
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foliculos ovarianos resultou em maior duracdo do ciclo estral (VILLA-GODOY et al.,
1985; ARAUJO et al., 2009) e a administracdo de E2 exdgeno na metade da fase luteal
elevou as concentracbes plasméaticas de PGFM, dando inicio a lutedlise (HIXON &
FLINT, 1987). Uma das possibilidades acerca da diferenga entre os resultados do
Experimento 1 e os relatos de literatura em vacas ciclicas seria a de que, na vaca em
anestro, as concentracgdes circulantes de E2 seriam insuficientes para causar alteragdes
significativas no endométrio. Em fémeas murinas ovariectomizadas, o tratamento com E2
exogeno elevou drasticamente a expressdo génica e protéica de OTR no Utero (ZINGG et
al., 1998). No entanto, o E2 sem pre-exposicado a P4 ndo foi capaz de ativar a resposta do
endométrio a injecdes de OT em vacas e ovelhas ovariectomizadas (HOMANICS &
SILVIA, 1988; MANN et al., 2001). Alguns experimentos indicaram inclusive um possivel
efeito inibitorio do E2 nos OTR na auséncia de pré-exposicdo a P4 (VALLET et al., 1990;
ZHANG et al., 1992), enquanto o E2 ap0s exposicdo a P4, causa grande estimulo a
expressdo de OTR e a secre¢do de PGF2a. estimulada pela OT em bovinos e ovinos (LAU
et al., 1993; KAMINSKI et al., 1997; WALKER et al., 1997). E possivel, portanto, que a
pré-exposicdo a P4 seja necessédria para que o E2 exerca seus efeitos classicos mais

relevantes sobre o endométrio.

3.3. Histomorfometria uterina

N&o houve efeito de grupo (P > 0,1) nas varidveis histomorfométricas avaliadas
(altura das células epiteliais luminais: 22,92 + 1,75 um; altura das células epiteliais
glandulares superficiais: 30,68 * 3,26 um; altura das células epiteliais glandulares

profundas: 28,62 + 2,94 um; area endometrial em relacéo & area uterina: 35,14 + 3,85%;
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densidade de ductos glandulares: 18,07 + 4,21 ductos/mm? perimetro dos ductos
glandulares superficiais: 240,65 + 21,36 um; perimetro dos ductos glandulares profundos:
222,06 £ 18,48 um; area glandular em relacdo a area endometrial: 6,26 + 0,87%; &rea
glandular em relacdo a area uterina: 2,35 + 0,72%).

Estudos avaliando a histomorfologia uterina em ruminantes tém utilizado como
modelo experimental fémeas ciclicas em diferentes fases do ciclo estral (WANG et al.,
2007), fémeas em inicio de gestagdo (GUILLOMOT & GUAY, 1982) ou fémeas
ovariectomizadas e suplementadas com E2 e P4 exdgenos (MURRAY, 1992; JOHNSON
et al., 1997a). Entretanto, o presente experimento € o primeiro de nosso conhecimento que
avaliou parametros histomorfométricos uterinos em vacas Bos indicus durante a condi¢do
de anestro pds-parto.

Pelo fato de a expressdo de ER ter sido elevada em todas as regides endometriais
para todos 0s grupos, a auséncia de efeito de grupo na histomorfometria uterina indica que
durante a condicdo de anestro as concentracdes enddgenas de E2 podem ndo ser suficientes
para causar alteracdes morfoldgicas no utero. Em ovelhas ciclicas, concentrac@es elevadas
de E2 pré-ovulatério causaram aumento no peso uterino, na propor¢cdo RNA:DNA e na
proporcao proteina:DNA (JOHNSON et al., 1997a,b). Sdo escassos, no entanto, trabalhos
avaliando os efeitos do E2 na morfologia uterina de ruminantes em anestro. Em um estudo
prévio (MURRAY, 1992), ovelhas ovariectomizadas e tratadas com implante que forneceu
5 a 10 pg/mL de E2 circulante apresentaram hipertrofia do epitélio uterino no segundo dia
do tratamento. Além disso, ratos modificados geneticamente para ndo expressarem PR

apresentaram hipertrofia do epitélio uterino, como resultado de uma maior expressdo de
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ER decorrente da auséncia de inibicdo da P4 (LYDON et al., 1995). Em vacas intactas em
anestro, portanto, é possivel que existam outros fatores influenciando o efeito do E2 na
proliferacdo celular endometrial, que sejam necessérias concentragcdes mais elevadas de E2
circulante para causar tal efeito, ou ainda que seja necessaria pré-exposicdo a P4 para que o

E2 exerca suas agoes.

4. Conclusoes

De acordo com os resultados do presente experimento, conclui-se que, em vacas em
anestro pés-parto:

- 0 diametro folicular e o proestro, induzido pela remocdo de bezerros, nédo
alteraram as caracteristicas histomorfometricas uterinas e as expressdes génicas de ER, PR,
OTR, COX-1 e COX-2;

- a remocgédo de bezerros causou elevacdo na expressdao endometrial de ER e PR

restrita a algumas regides, como epitélio glandular e estroma subepitelial.
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CAPITULO 3
EXPERIMENTO 2: EFEITO DO TRATAMENTO COM PROGESTERONA NAS
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E MOLECULARES UTERINAS DE

VACAS NELORE EM ANESTRO POS-PARTO

Resumo. O objetivo desse experimento foi avaliar os efeitos do tratamento com P4 por 6
dias na histomorfometria uterina, expressdo génica endometrial de ER, PR, OTR, COX-1 e
COX-2, e na expressdao protéica de ER e PR (porcentagem de nucleos positivos e
intensidade de coloracdo dos nucleos positivos, em unidades arbitrarias [UA], a
imunohistoquimica) em vacas em anestro submetidas a indugdo de ovulagdo. Vacas Nelore
primiparas em anestro pés-parto foram submetidas a aspiragdo guiada por ultrassom dos
foliculos ovarianos > 6 mm no Dia -8 e aleatoriamente distribuidas para receber RB entre
0s Dias -2 e 0 (48 h) e GnRH no Dia 0 (CONTROLE; n = 15) ou um dispositivo
intravaginal contendo 1,9 g de P4 entre os dias -8 e -2, seguido por tratamento idéntico ao
descrito para 0 CONTROLE (CIDR; n = 15). Dentro de cada tratamento, as vacas foram
aleatoriamente distribuidas para serem submetidas a histerectomia no Dia -2, 0 ou 5 (n =
5/tratamento/dia). Os dados foram analisados pelo PROC GLM do programa SAS. As
vacas do tratamento CIDR apresentaram maior altura das células epiteliais luminais (36,8
vs. 30,0 um; P < 0,05), &rea glandular em relacdo a area endometrial (21,3 vs. 15,9%; P <
0,1), area glandular em relacdo a area uterina total (9,3 vs. 6,4%; P < 0,05), altura das
celulas epiteliais glandulares profundas nos Dias -2 (31,8 vs. 23,4 um; P < 0,05) e 0 (28,2

vs. 21,4 um; P < 0,05), area endometrial percentual nos Dias -2 (41,1 vs. 34,6%; P < 0,05)
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e 0 (52,7 vs. 43,3%; P < 0,05) e perimetro dos ductos glandulares profundos nos Dias -2
(270,8 vs. 226,3 um; P < 0,05) e 0 (249,8 vs. 191,1 um; P < 0,05) em relacdo as vacas do
tratamento CONTROLE, e menor (P < 0,05) expressdo génica (em relagdo a expressdo do
gene constitutivo ciclofilina A) de ER nos Dias -2 (2,5 vs. 6,8), 0 (3,5 vs. 6,6) e 5 (2,1 vs.
4,5), expressdo génica de OTR nos Dias -2 (3,8 vs. 14,4), 0 (7,7 vs. 14,7) e 5 (3,6 vs. 7,0),
porcentagem de ndcleos positivos para ER no estroma subepitelial superficial (77,6 vs.
95,6%) e profundo (63,1 vs. 88,0%), intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para
ER no epitélio glandular superficial (82,6 vs. 93,3 UA), epitélio luminal nos Dias -2 (69,1
vs. 84,3 UA) e 0 (54,5 vs. 87,7 UA), estroma subepitelial superficial nos Dias -2 (76,6 vs.
97,1 UA) e 0 (74,7 vs. 95,7 UA) e estroma subepitelial profundo nos Dias -2 (76,6 vs. 95,6
UA) e 0 (84,7 vs. 97,0 UA). Apesar de ndo ter sido observado efeito de tratamento na
expressdo génica de PR, as vacas do tratamento CIDR apresentaram maior (P < 0,05)
porcentagem de nucleos positivos para PR no epitélio glandular profundo (95,1 vs. 91,1%),
estroma subepitelial profundo (75,3 vs. 53,0%) e estroma subepitelial superficial nos Dias -
2 (75,6 vs. 54,2%) e 0 (84,4 vs. 69,5%), e maior (P < 0,05) intensidade de coloracdo dos
nucleos positivos para PR no epitélio glandular profundo no Dia -2 (86,9 vs. 66,9 UA) e no
estroma subepitelial profundo no Dia 0 (88,3 vs. 77,8 UA). Conclui-se que o tratamento
com P4 causou alteracBes temporais e locais no endométrio que podem favorecer o
desenvolvimento embrionario, como proliferacdo do tecido glandular, e desfavorecer a
secrecdo de PGF2a, reduzindo o risco potencial de lutedlise prematura.

Palavras-chave: Anestro, progesterona, receptores de estradiol, receptores de

progesterona, receptores de ocitocina, histomorfometria uterina.
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Effect of Treatment with Progesterone on Uterine Histological and Molecular

Characteristics in Postpartum Anestrus Nelore Cows

Abstract. The objective of this study was to evaluate the effects of a 6-d treatment with P4
on the uterine histomorphometry, the gene expression of ER, PR, OTR, COX-1 and COX-
2, and the protein expressions of ER and PR (percentage of positive nuclei and staining
intensity of positive nuclei, in arbitrary units [AU], at immunohistochemistry) in anestrous
cows submitted to induction of ovulation. Primiparous postpartum anestrous Nelore cows
were submitted to ultrasound-guided aspiration of > 6 mm follicles on Day -8 and
randomly assigned to receive TW between Days -2 and 0 (48 h) and GnRH on Day 0
(CONTROLE; n = 15) or an intravaginal insert containing 1.9 g of progesterone between
Days -8 and -2, followed by a treatment similar to the described for the CONTROLE
(CIDR; n = 15). Within each treatment, cows were randomly distributed to receive
hysterectomy either on Day -2, 0, or 5 (n = 5/treatment/day point). Data were analyzed by
PROC GLM of SAS. Cows from treatment CIDR had greater luminal epithelial cell height
(36.8 vs. 30.0 um; P < 0.05), gland duct area by endometrial area (21.3 vs. 15.9%; P <
0.1), gland duct area by total uterine area (9.3 vs. 6.4%; P < 0.05), deep glandular epithelial
cell height on Days -2 (31.8 vs. 23.4 um; P < 0.05) and 0 (28.2 vs. 21.4 um; P < 0.05),
percentual endometrial area on Days -2 (41.1 vs. 34.6%; P < 0.05) and 0 (52.7 vs. 43.3%;
P < 0.05) and deep gland duct perimeter on Days -2 (270.8 vs. 226.3 um; P < 0.05) and 0
(249.8 vs. 191.1 um; P < 0.05) than cows from CONTROLE treatment, and lower (P <

0.05) ER gene expression (relative to cyclophilin A mRNA) on Days -2 (2.5 vs. 6.8), 0



83

(3.5vs. 6.6) and 5 (2.1 vs. 4.5), OTR gene expression (relative to cyclophilin A mRNA) on
Days -2 (3.8 vs. 14.4), 0 (7.7 vs. 14.7) and 5 (3.6 vs. 7.0), percentage of ER-positive nuclei
in shallow (77,6 vs. 95,6%) and deep (63.1 vs. 88.0%) subepithelial stroma, staining
intensities of ER-positive nuclei in shallow glandular epithelium (82.6 vs. 93.3 AU),
luminal epithelium on Days -2 (69.1 vs. 84.3 AU) and 0 (54.5 vs. 87.7 AU), shallow
subepithelial stroma on Days -2 (76.6 vs. 97.1 AU) and 0 (74.7 vs. 95.7 AU) and deep
subepithelial stroma on Days -2 (76.6 vs. 95.6 AU) and 0 (84.7 vs. 97.0 AU). Although no
effect of treatment on PR gene expression was found, cows from treatment CIDR had
greater (P < 0.05) percentages of PR-positive nuclei in deep glandular epithelium (95.1 vs.
91.1%), deep subepithelial stroma (75.3 vs. 53.0%) and shallow subepithelial stroma on
Days -2 (75.6 vs. 54.2%) and 0 (84.4 vs. 69.5%), and greater (P < 0.05) staining intensities
of PR-positive nuclei in deep glandular epithelium on Day -2 (86.9 vs. 66.9 AU) and in
deep subepithelial stroma on Day 0 (88.3 vs. 77.8 AU). In conclusion, treatment with P4
caused temporal and local changes in the endometrium that might benefit early embryonic
development, such as glandular tissue proliferation, and delay the secretion of PGF2aq,
reducing the potential risk of premature luteolysis.

Keywords: Anestrus, progesterone, estradiol receptors, progesterone receptors, oxytocin

receptors, uterine histomorphometry.
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1. Justificativa

Avaliar a histomorfometria uterina, a expressao génica endometrial de ER, PR,
OTR, COX-1 e COX-2, e a expressdao protéica de ER e PR em vacas em anestro
submetidas a inducdo de ovulacdo pré-tratadas ou ndo com P4 exdgena. A hipdtese desse
experimento foi que o tratamento com P4 em vacas em anestro reduz a expressdo de
enzimas e receptores endometriais que propiciam a lute6lise e causa alteracdes

proliferativas nos tecidos uterinos.

2. Materiais e métodos
2.1. Animais e tratamentos

Foram utilizadas inicialmente 45 vacas primiparas Nelore em anestro, com 30 a 60
dias pds-parto e escore de condi¢do corporal 3,00 £ 0,01 (escala de 1 a 5; HOUGHTON et
al., 1990), mantidas a pasto (Brachiaria humidicola) e pertencentes a Pecuaria Novo
Horizonte, localizada no municipio de Coxim-MS. A condi¢do de anestro foi determinada
por dois exames ultrassonograficos e pelas concentracdes séricas de P4, conforme descrito
no Capitulo 2. No dia do segundo exame de ciclicidade (Dia -8), as vacas que nao
apresentaram tecido luteal em ambos os exames ultrassonograficos foram submetidas a
aspiracdo guiada por ultrassom dos foliculos ovarianos > 6 mm e aleatoriamente
distribuidas para receber um dos seguintes tratamentos (Figura 4): RB entre os dias -2 e 0
(48 horas), seguido por tratamento com 200 pug de GnRH (2 mL de Fertagyl®, Intervet,

Cruzeiro, SP, Brasil), via intramuscular, ao final da RB (CONTROLE; n = 15); dispositivo

intravaginal contendo 1,9 g de P4 (CIDR®, Pfizer Salide Animal, Sdo Paulo, SP, Brasil)
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entre os Dias -8 e -2, seguido por tratamento semelhante ao descrito para 0 CONTROLE
(CIDR; n = 15). Dentro de cada tratamento, as vacas foram aleatoriamente distribuidas
para serem submetidas a excisdo cirdrgica do corno uterino ipsilateral ao foliculo
dominante nos Dias -2 (n = 5) ou 0 (n = 5) ou do corno uterino ipsilateral ao corpo lGteo no
Dia 5 (n = 5) e cada vaca foi retirada do experimento imediatamente apds a realizagdo de
sua histerectomia. O objetivo desse delineamento foi evitar bidpsias repetidas em um
mesmo animal, o que poderia eventualmente acarretar reacdo inflamatdria, com potencial
efeito nos resultados. Os Dias -2, 0 e 5 foram escolhidos por consistirem, respectivamente,
no ultimo dia de tratamento com P4 (imediatamente antes do inicio do proestro), no dia da
inducdo da ovulagdo (final do proestro), e no dltimo dia de secrecéo luteal normal de P4
(COPELIN et al., 1987; SA FILHO et al., 2009a) e de refratariedade do CL & PGF2a

(HENRICKS et al., 1974).

2.2. Aspirag0es foliculares

Para a realizacdo das aspiracOes foliculares, as vacas foram contidas e receberam
anestesia epidural baixa, por aplicacdo de 3,5 mL de lidocaina a 2% (Anestésico
Pearson®), e anti-sepsia da regido do perineo, por lavagem com solucdo de &lcool etilico a
70%. Utilizou-se aparelho Aloka modelo SSD-500 equipado com um transdutor convexo
de 5,0 MHz com cabo estendido contendo a sonda vaginal e a guia da agulha. Uma agulha
de 50 cm de comprimento e calibre 18 foi acoplada a uma seringa de 10 mL, a qual foi
utilizada para aspirar o fluido dos foliculos de diametro > 6 mm. O objetivo da aspiracao

folicular foi sincronizar a onda folicular.
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2.3. Remocao temporaria de bezerros
O procedimento e objetivo da RB realizada no presente experimento foram

semelhantes ao descrito no Capitulo 2.

2.4. Ultrassonografia das estruturas ovarianas

Os exames ultrassonogréaficos foram realizados com aparelho Aloka, modelo SSD-
500 com transdutor linear retal de 7,5 MHz. A avaliacdo da ciclicidade foi realizada
através de dois exames ultrassonograficos nos Dias -15 e -8, sendo considerados em
anestro os animais que ndo apresentaram tecido luteal em ambos os exames. Além disso,
amostras de sangue colhidas nesses dias para dosagem das concentracfes séricas de P4
confirmaram a condigdo de anestro, conforme sera descrito a seguir. No Dia -2, as vacas a
serem submetidas a histerectomia nos Dias -2, 0 e 5 foram avaliadas por ultrassonografia
ovariana, visando-se determinar o lado em que o foliculo dominante se encontrava e 0 seu
didmetro, através da média entre o maior diametro e o didmetro perpendicular a ele. No
Dia 0, avaliou-se o diametro folicular das vacas a serem submetidas a histerectomia nos
Dia 0 e 5. A ovulacdo foi avaliada apenas nas vacas designadas a receber histerectomia no
Dia 5, através da comparacdo das imagens ultrassonograficas dos Dias 0 e 2. Considerou-
se ovulacdo quando a vaca apresentou um foliculo de diametro > 8,5 mm no Dia 0 e
auséncia do mesmo no Dia 2. As vacas designadas a receber histerectomia no Dia 5 que
ndo ovularam ao tratamento com GnRH foram excluidas do experimento. As vacas que
ovularam foram avaliadas por ultrassonografia ovariana nos Dias 2 e 5, visando-se

determinar o lado em que o CL se encontrava e o seu diametro.
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2.5. Colheitas e analises de sangue
Os procedimentos de colheita, manipulagdo e armazenamento de soro realizados no

presente experimento foram semelhantes aos descritos no Capitulo 2.

2.5.1. Dosagens de progesterona

Amostras de sangue para dosagem de P4 para confirmar a condi¢do de anestro
foram colhidas nos Dias -15 e -8, imediatamente ap6s 0s dois exames ultrassonograficos
em que se avaliou a presenca de tecido luteal. Todas as vacas com auséncia de CL ao
exame ultrassonogréfico apresentaram concentracdes sericas de P4 inferiores a 1,0 ng/mL
em ambos os dias confirmando, portanto, a condigdo de anestro. Além das amostras para
verificar a ciclicidade, também foram realizadas colheitas de sangue para dosagem de P4
nos Dias -2, 2 e 5. A dosagem de P4 do presente experimento foi realizada no mesmo
ensaio descrito no Capitulo 2, cuja sensibilidade foi 0,1 ng/mL e o coeficiente de variagdo

intra-ensaio foi 6,1%.

2.5.2. Dosagens de estradiol

Amostras de sangue para dosagem de E2 foram colhidas nos Dias -2 e 0. A
dosagem de E2 do presente experimento foi realizada no mesmo ensaio descrito no
Capitulo 2, cuja sensibilidade foi 0,5 pg/mL e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi

12,3%.
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2.6. Colheitas e analises de tecidos uterinos

Os procedimentos de colheita, manipulagdo, armazenamento dos tecidos uterinos
realizados no presente experimento foram semelhantes aos descritos no Capitulo 2. As
andlises laboratoriais (coloragdo HE para avaliacdo morfoldgica, imunohistoquimica para
ER e PR e RT-PCR em Tempo Real para ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2) das amostras
uterinas coletadas no presente experimento foram realizadas nos mesmos ensaios descritos

no Capitulo 2.

2.7. Resumo do delineamento experimental

Na Figura 4 esta resumido o delineamento do presente experimento:

GnRH
CONTROLE i
(n=15) | | | RB | | |
| l | l | |
-15 -8 2 0 2 5
us us us us us us
Sg Sg Sg Sg S9 Sg
End End End
Asp
GnRH
CIDR l
(n=15) | CIDR® (6d) | RrpB | | |
| | | |
-15 -8 2 0 2 5
us us us us us us
Sg Sg Sg Sg Sg Sg
End End End
Asp

Figura 4: Diagrama esquematico do delineamento experimental. US: Ultrassonografia das
estruturas ovarianas; Sg: Colheita de sangue; End: Colheita de tecido endometrial; Asp:
Aspiracdo guiada por ultrassom dos foliculos ovarianos > 6 mm; CIDR®: Dispositivo
intravaginal contendo 1,9 g de progesterona; RB: Remocéo de bezerros (48 horas).
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2.8. Andlise estatistica

As variaveis dependentes foram analisadas pelo procedimento GLM do programa
SAS. Para cada variavel, os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos e a
homogeneidade das variancias. Quando os dados ndo obedeceram as premissas para a
andlise, foram submetidos a transformacdo logaritmica ou inversa e re-analisados. As
médias ajustadas foram re-expressas na escala original.

Para a analise das variaveis dependentes didmetro folicular no Dia -2, didmetro
folicular no Dia 0, concentracédo sérica de E2 no Dia -2, concentragdo sérica de E2 no Dia
0, didmetro do CL no Dia 5, concentracdo sérica de P4 no Dia 2 e concentracdo sérica de
P4 no Dia 5, o modelo incluiu os efeitos de tratamento e escore de condi¢do corporal
(covariavel). Para a analise das variaveis dependentes relacionadas a morfometria uterina
(altura das células epiteliais luminais, altura das células epiteliais glandulares superficiais,
altura das células epiteliais glandulares profundas, area endometrial percentual, densidade
de ductos glandulares, perimetro dos ductos glandulares, area ocupado por ductos
glandulares por unidade de area endometrial, area ocupado por ductos glandulares por
unidade de éarea total de tecido uterino), ER (porcentagem de nucleos positivos e
intensidade de coloracdo), PR (porcentagem de ndcleos positivos e intensidade de
coloracdo) e expressdo génica (ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2), o modelo incluiu os
efeitos de tratamento, dia, interacdo entre tratamento e dia, e escore de condicdo corporal
(covariavel).

As médias gerais foram desdobradas e comparadas somente quando detectado

efeito ou tendéncia a efeito de pelo menos uma das varidveis incluidas nos modelos.
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Quando detectado efeito de dia, as médias foram comparadas pelo teste t. Quando
detectada interacdo entre tratamento e dia, as médias foram comparadas por contrastes
ortogonais considerando os efeitos de dia dentro de cada tratamento e de tratamento dentro
de cada dia. Considerou-se significancia quando P < 0,05 e tendéncia a significancia

quando 0,1 > P >0,05.

3. Resultados e discussao
As variaveis continuas descritas a seguir estdo expressas como média dos

quadrados minimos + EPM.

3.1. Esteroides e estruturas ovarianas

A concentracdo sérica de P4 no Dia -2 foi superior nas vacas do tratamento CIDR
em relagdo as do tratamento CONTROLE (3,77 ng/mL vs. 0,32 ng/mL; EPM = 0,24; P <
0,01). A concentracdo circulante de P4 observada nas vacas do tratamento CIDR € proxima
a relatada por Meneghetti et al. (2009) no nono dia de tratamento com CIDR® em vacas
Bos indicus em anestro, 0s quais observaram 3,02 ng/mL. Entretanto, ndo houve efeito de
tratamento no diametro folicular nos Dias -2 (9,47 £ 0,33 mm) e 0 (10,94 + 0,30 mm), nas
concentragdes séricas de E2 nos Dias -2 (1,11 + 0,58 pg/mL) e 0 (3,05 £ 0,82 pg/mL), no
didmetro do CL no Dia 5 (14,37 + 1,01 mm), e nas concentracGes séricas de P4 nos Dias 2
(0,36 £ 0,07 ng/mL) e 5 (1,31 = 0,13 ng/mL), concordando com um estudo prévio em
vacas Bos indicus realizado no Brasil (SA FILHO et al., 2009a), em que 0 pré-tratamento

com P4 ndo alterou essas variaveis. A auséncia de efeito do pré-tratamento com P4 no
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desenvolvimento folicular observada no Experimento 2 e no estudo de Sa Filho et al.
(2009a) contradiz relatos em vacas Bos taurus em anestro de que o pré-tratamento com
progestdgenos resultou em maior crescimento folicular e secrecdo pré-ovulatéria de
estradiol (GARCIA-WINDER et al., 1986; GARCIA-WINDER et al., 1987; INSKEEP et
al., 1988; RHODES et al., 2002). Esses autores sugeriram que 0 tratamento com
progestagenos em vacas em anestro aumenta a expressao de receptores de LH nas células
foliculares, potencializando os efeitos dessa gonadotrofina, e eleva a frequéncia de
secrecdo de LH pela hipdfise, possivelmente por minimizar a retroalimentacdo negativa do
E2 na secrecdo de GnRH, como demonstraram Day & Anderson (1998).

Para que haja estimulo a secrecdo pulsatil de LH é necessario que as concentrages
circulantes de P4 estejam entre 1 e 2 ng/mL (STOCK & FORTUNE, 1993). No
Experimento 2, utilizaram-se dispositivos intravaginais que fornecem, nos primeiros seis
dias apos inser¢do, concentragdes circulantes de P4 sempre acima de 2,5 ng/mL (SANTOS
et al., 2004) e isso, portanto, pode explicar a similaridade nos diametros foliculares e nas
concentracdes séricas de E2 nos Dias -2 e 0 entre vacas pré-tratadas ou ndo com CIDR®.
Outra importante possibilidade a ser considerada é que ambos os tratamentos do
Experimento 2 foram associados a remocdo de bezerros, com o intuito de maximizar o
desenvolvimento folicular e a probabilidade de ovulacdo (SA FILHO et al., 2009b),
enquanto nos trabalhos em Bos taurus, os efeitos do pré-tratamento com P4 no
desenvolvimento folicular foram estudados em vacas com presenca de bezerro. E possivel,
portanto, que o estimulo gonadotréfico gerado pela remocdo de bezerros nas vacas do

Experimento 2 tenha permitido que foliculos de fémeas pré-tratadas ou ndo com P4
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atingissem diametros e producéo de E2 semelhantes. Mesmo assim, € importante ressaltar
que o diametro folicular e a concentracdo sérica de E2 no Dia -2, quando ainda ndo havia
se iniciado a remocéo de bezerros, foram semelhantes entre os tratamentos, indicando que
a P4 realmente ndo exerceu efeito positivo no desenvolvimento folicular como foi
demonstrado em vacas Bos taurus.

Mann & Lamming (2000), utilizando vacas Bos taurus ovariectomizadas,
sugeriram que a prevenc¢do da secrecdo prematura de PGF2a pela pré-exposicao a P4 seria
por um efeito indireto, devido a maior secregdo folicular de E2 e, conseqiientemente, maior
inibicdo dos OTR endometriais. Entretanto, Sa Filho et al. (2009a) estudando vacas em
anestro pré-tratadas ou ndo com P4 verificaram que, apesar da auséncia de efeito no
desenvolvimento folicular e na secrecdo pré-ovulatoria de E2, o tratamento com P4 foi
altamente eficiente em prevenir lutedlise prematura. Adicionalmente, o fato de que no
Experimento 2 ndo houve efeito do tratamento com P4 no desenvolvimento folicular e
luteal subsequiente é mais um indicativo de que a hipotese proposta por Mann & Lamming

(2000) ndo se aplica a vacas intactas.

3.2. Aspectos moleculares relacionados a luteolise

Observou-se interacdo entre tratamento e dia nas expressdes génicas de ER (P <
0,05; Figura 5), OTR (P < 0,05; Figura 6) e COX-2 (P < 0,05; Figura 7), porém n&o foram
observados efeitos de tratamento, dia ou interacdo entre tratamento e dia nas expressoes

génicas de PR (5,52 + 1,37) e COX-1 (2,46 + 0,35).
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Figura 5: Expressdo génica de receptores endometriais de estradiol subtipo a (ER) relativa
ao gene constitutivo ciclofilina A (CYC-A; média dos quadrados minimos + EPM),
quantificada por RT-PCR em tempo real, em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou nao
(CONTROLE) com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(P < 0,05). Coxim-MS, 2008.



94

18 1
O CONTROLE M CIDR
16 A T
14 A
s
né 12 A
<. 10 T
£ g -
2
g 6
o
4
2 1 a a c
0 T T
-2 0 5
Dia do experimento

Figura 6: Expressdo génica de receptores endometriais de ocitocina (OTR) relativa ao gene
constitutivo ciclofilina A (CYC-A; média dos quadrados minimos + EPM), quantificada
por RT-PCR em tempo real, em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com
dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com
GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS,
2008.
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Figura 7: Expressao génica endometrial da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) relativa ao
gene constitutivo ciclofilina A (CYC-A; média dos quadrados minimos + EPM),
quantificada por RT-PCR em tempo real, em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou nao
(CONTROLE) com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa
(P < 0,05). Coxim-MS, 2008.

A intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para ER no epitélio glandular
superficial foi influenciada por dia, sendo menor no Dia -2 em relacéo aos Dias 0 e 5 (Dia -
2: 82,36; Dia 0: 91,47; Dia 5: 89,98; EPM = 3,62; P < 0,05), e por tratamento
(CONTROLE: 93,29; CIDR: 82,59; EPM = 2,92; P < 0,05). Verificou-se efeito de
tratamento (P < 0,05) na porcentagem de nucleos positivos para ER no estroma subepitelial
superficial (CONTROLE: 95,58; CIDR: 77,62; EPM = 3,59) e no estroma subepitelial
profundo (CONTROLE: 87,98; CIDR: 63,06; EPM = 2,92). Houve interacdo entre dia e
tratamento na intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para ER no epitélio luminal

(P < 0,05; Figura 8), estroma subepitelial superficial (P < 0,05; Figura 9) e estroma

subepitelial profundo (P < 0,05; Figura 10). Ndo foram observados efeitos de tratamento,
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dia ou interacdo entre tratamento e dia nas variaveis dependentes porcentagem de ndcleos
positivos para ER no epitélio luminal (89,25 + 5,67%), epitélio glandular superficial (93,32
+ 1,92) e epitélio glandular profundo (91,76 + 3,41) e na intensidade de coloracdo dos

nucleos positivos para ER no epitélio glandular profundo (94,11 + 3,96 UA).
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Figura 8: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de estradiol o em
células endometriais epiteliais luminais (média dos quadrados minimos £ EPM) de vacas
Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo intravaginal de
progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.



97

120 CICONTROLE ® CIDR

100

-ER

80

60

40

20

Intensidade de coloragao

-2 0 5

Dia do experimento

Figura 9: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de estradiol o no
estroma subepitelial uterino superficial (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas
Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo intravaginal de
progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 10: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de estradiol o no
estroma subepitelial uterino profundo (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas
Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo intravaginal de
progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.

Os resultados do presente experimento, associados aos resultados do Experimento
1, indicam que, de maneira geral, as expressdes génicas de ER e OTR e a expressao
protéica de ER encontram-se elevadas nas vacas durante o anestro, e que o tratamento com
P4 reduziu essas expressdes ndo somente nos Dias -2 e 0, mas também no Dia 5. Os
presentes estudos ndo apresentaram tratamentos com vacas ciclicas, porém o fato de que o
tratamento com P4, de forma geral, reduziu significativamente a expressao de ER e OTR
indica que provavelmente essas expressdes sd0 menores na vaca ciclica durante a fase
luteal em relacéo as vacas em anestro, devido ao efeito de P4 endogena. Discordando dos
resultados observados no presente experimento, o tratamento com dispositivo intravaginal

de P4 ndo alterou a concentracdo de OTR no endométrio de vacas ovariectomizadas
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(LAMMING & MANN, 1995a). E possivel que fatores ovarianos além da P4 possam
influenciar a regulacdo dos receptores endometriais relacionados a lutedlise, o que
explicaria as diferengas entre os resultados do presente experimento e os de Lamming &
Mann (1995a). Por exemplo, Wathes et al. (1996) relataram diferencas na resposta ao
tratamento com P4 entre ovelhas ovariectomizadas e ciclicas, sendo que nos animais
ovariectomizados o tratamento com P4 ndo diminuiu a expressdo de ER, ao contréario do
que ocorre em ovelhas ciclicas. A maioria dos estudos, no entanto, apresentou resultados
que corroboram os encontrados na presente tese. Robinson et al. (2001) encontraram
redugdo nas expressdes de ER e OTR em vacas ciclicas no decorrer da fase luteal, sendo
que os OTR apresentaram-se em niveis indetectaveis a partir da metade do ciclo estral, e
Horn et al. (1997) observaram que a expresséo génica endometrial de OTR em bovinos no
momento do estro é maior que no sétimo dia do ciclo estral. Em ovinos, explantes de
celulas endometriais cultivadas em meio livre de esterdides apresentam elevagdo
significativa e espontanea das expressdes génica e protéica de OTR, mesmo quando a
expressdo de OTR in vivo encontrava-se em niveis muito baixos no momento da colheita
(SHELDRICK et al., 1993; LEUNG & WATHES, 1999; LEUNG & WATHES, 2000). Em
novilhas pré-plberes, a expressdo uterina de OTR é maior em relacdo ao observado em
novilhas ciclicas durante a fase luteal e equivalente aos niveis observados durante o estro
(FUCHS et al., 1998). Esses dados, portanto, indicam que a P4 provavelmente exerce
funcdo constantemente reguladora inibitdria sobre ER e OTR, de forma que a sua auséncia

pode permitir que eles se expressem intensamente.
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A porcentagem de nucleos positivos para PR no epitélio glandular profundo foi
influenciada por tratamento (CONTROLE: 91,07; CIDR: 95,09; EPM = 1,24; P < 0,05). A
intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para PR no epitélio luminal foi influenciada
por dia, sendo maior no Dia 5 em relagdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 68,37; Dia 0: 68,54; Dia
5: 87,02; EPM = 7,36; P < 0,05), e por tratamento (CONTROLE: 88,49; CIDR: 60,80;
EPM = 595; P < 0,05). A porcentagem de nlcleos positivos para PR no estroma
subepitelial profundo foi influenciada por dia, sendo menor no Dia -2 em relagdo ao Dia 0
(Dia -2: 56,81%; Dia 0: 69,90%; Dia 5: 65,69%; EPM = 6,26; P < 0,05), e por tratamento
(CONTROLE: 53,00; CIDR: 75,26; EPM = 5,07; P < 0,05). Houve interacdo entre dia e
tratamento na porcentagem de nucleos positivos para PR no estroma subepitelial
superficial (P < 0,05; Figura 11) e na intensidade de coloragdo dos nucleos positivos para
PR no epitélio glandular profundo (P < 0,05; Figura 12), estroma subepitelial superficial (P
< 0,05; Figura 13) e estroma subepitelial profundo (P < 0,05; Figura 14). Ndo foram
observados efeitos de tratamento, dia ou interacdo entre tratamento e dia nas variaveis
dependentes porcentagem de nucleos positivos para PR no epitélio luminal (87,94 +
6,47%) e epitélio glandular superficial (89,65 * 4,24%) e na intensidade de coloracdo dos

nucleos positivos para PR no epitélio glandular superficial (91,54 + 2,97 UA).
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Figura 11: Porcentagem de nucleos com imunomarcacdo positiva para receptor de
progesterona no estroma subepitelial superficial (média dos quadrados minimos + EPM) de
vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo intravaginal de
progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 12: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de progesterona
em células endometriais epiteliais glandulares profundas (média dos quadrados minimos +
EPM) de vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo intravaginal
de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 13: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de progesterona no
estroma subepitelial superficial (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas Nelore
tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo intravaginal de progesterona entre
os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 14: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de progesterona no
estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas Nelore
tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo intravaginal de progesterona entre
os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam
diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.

Apesar de ndo terem sido observados efeitos de tratamento na expressdo génica de
PR, a expressdo protéica de PR em algumas regides foi maior nas vacas do tratamento
CIDR. Em um estudo com vacas intactas em anestro, Zollers et al. (1993) sugeriram que a
pré-exposicao a P4 maximiza a inibi¢cdo dos OTR pela P4 na fase luteal inicial reduzindo,
portanto, a responsividade uterina & OT. Nesse estudo, 0s animais em anestro pré-tratados
com norgestomet e induzidos a ovular (Dia 0) apresentaram menor concentragdo de OTR e
maior concentracdo de PR no endométrio no Dia 5 em relagdo aos que foram induzidos a
ovular sem tratamento com progestagenos, resultados que parcialmente corroboram os
obtidos no presente experimento. Concordando com esses achados, Beard & Hunter (1994)

observaram que a velocidade de reducdo na concentracdo endometrial de OTR é maior
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quando ovelhas em anestro sdo pré-tratadas com P4. Em vacas ciclicas, animais com
maiores concentracdes circulantes de P4 em um ciclo estral secretaram menos PGF2a apds
desafio com OT no final do ciclo subseqiiente (SHAHAM-ALBALANCY et al., 2001).
Dessa forma, concentragdes circulantes insuficientes de P4 no periodo prévio a ovulagao
pode reduzir a habilidade da P4 em inibir a expressdo de OTR no ciclo estral subsequente
(MCCRACKEN et al., 1984; VALLET etal., 1990; HUNTER, 1991; GARVERICK et al.,
1992) e/ou tornar 0s animais mais sensiveis ao subsequente efeito estimulatério do E2 nos
mecanismos luteoliticos (HUNTER, 1991; BEARD & HUNTER, 1994). Os resultados do
presente experimento, portanto, corroboram diversos relatos da literatura sobre a hipdtese
de que a P4 apresenta uma forte influéncia inibitéria na lutedlise. Os mecanismos
moleculares relacionados a esse efeito ainda ndo estdo compreendidos, mas j& foram
descritas diversas formas de atuacdo da P4 no tecido endometrial.

Em animais ciclicos, o E2 pré-ovulatério estimula a expressdo da PR no Utero no
inicio da fase luteal (OTTOBRE et al., 1984). O fato de que no presente experimento a
expressao protéica de PR foi maior nas vacas do tratamento CIDR em relacdo as vacas do
tratamento CONTROLE em diversos momentos indica que a P4 pode induzir a expressao
de seus préprios receptores ou ainda que a exposicdo a P4 seja necessaria para que o E2
possa exercer essa acdo potencialmente desfavoravel a lutedlise prematura. Em células
tumorais de mama humana, a P4 reduziu as expressbes génica e protéica de ER,
provavelmente devido a uma inibicdo na transcricdo do gene de ER, uma vez que o efeito
se deu rapidamente e sem reducdo na meia-vida do mMRNA de ER (READ et al., 1989;

ALEXANDER et al., 1990). Concordando com esses autores, o tratamento com CIDR
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reduziu ndo s6 a expressdo génica de ER nos Dias -2, 0 e 5, mas também influenciou
negativamente a expressao protéica de ER em algumas regides endometriais, independente
de dia. Além dos efeitos inibitorios da propria P4, é possivel também que os PR inibam os
efeitos do E2 apds sua ligagdo com os ER, pois diversos estudos indicam que a molécula
de PR pode sequestrar fatores de transcricdo essenciais as ag¢fes moleculares do E2
(CHALBOS & GALTIER, 1994; MCDONNELL & GOLDMAN, 1994; SAVOURET et
al., 1994; WEN et al., 1994; KRAUS et al., 1995).

Apesar dos possiveis efeitos da P4 sobre ER e PR, a maior parte da literatura atual
se refere a efeitos sobre OTR. Em ovelhas, Vallet et al. (1990) verificaram que a exposigéo
a P4 inibiu a sintese de OTR no endométrio. De fato, no presente experimento, a pré-
exposicdo a P4 reduziu significativamente a expressao génica da OTR ndo somente nos
primeiros dias que sucederam o fim do tratamento (Dias -2 e 0) mas também no Dia 5.
Contrariando esses resultados, entretanto, o tratamento com P4 causou reducdo marcante
na expressao de OTR em fémeas murinas ovariectomizadas sem, no entanto, alterar a
expressdo génica desse receptor (ZINGG et al., 1998). Esse e outro relato semelhante
(SOLOFF et al., 1983) indicam que a P4 pode inibir a expressdo de OTR na membrana das
células endometriais também através de mecanismos ndo gendmicos. Interessantemente,
em células endometriais cultivadas dissociadamente, Horn et al. (1998) ndo observaram
efeitos da P4 na expressdao de OTR. Entretanto, os efeitos do esterdide foram observados
quando a integridade do tecido endometrial foi mantida, através do sistema de cultura de
explante, indicando que algum fator presente na matriz extracelular influenciado por

esterdides pode participar da regulacdo dos OTR (LEUNG et al., 1998). Além de efeitos
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diretos e indiretos sobre as expressdes de ER, PR e OTR no endométrio, é possivel
também que a P4 tenha capacidade de se ligar diretamente aos OTR. Grazzini et al. (1998)
observaram, em células murinas in vitro, que a P4 se liga inespecificamente aos OTR com
alta afinidade, blogueando-os e inibindo sua fungdo. Os autores verificaram ainda que a
5B-pregnano-3,20-diona, um metabdlito da P4, exerce o mesmo efeito sobre células
humanas. Em explantes endometriais de ovelhas, observou-se o mesmo efeito, de forma
que o tratamento com P4 reduziu a atividade de ligacdo dos OTR (SHELDRICK &
FLICK-SMITH, 1993).

A auséncia de efeitos de tratamento, dia ou interagdo entre tratamento e dia na
expressdo génica de COX-1 indica que essa enzima ndo € a principal responsavel pelo
desencadeamento da lutedlise prematura. Entretanto, a maior expressdo génica da enzima
COX-2 no Dia -2 nas vacas do tratamento CIDR indica que a P4 influencia positivamente
a transcrigé@o dessa enzima. Em um estudo com vacas ovariectomizadas, Lamming & Mann
(1995b) realizaram tratamento com P4 (dispositivo intravaginal entre os dias experimentais
-15 e -1) e E2 (6 injecdes com intervalos de 8 h, entre os dias experimentais -1 e 1) e ndo
verificaram secrecdo de PGF2a em resposta ao desafio com OT quando o mesmo foi
realizado antes do tratamento com P4. Quando realizaram o desafio com OT ap0s pre-
exposicdo a P4 (dia experimental -2) houve elevada secrecdo de PGF2a. Essa resposta, no
entanto, foi reduzida significativamente no dia experimental 1, e no dia 4 ndo houve
resposta significativa a OT. Além do efeito na expressao génica da enzima COX-2, em
ovelhas verificou-se que a atividade da enzima PG sintase é induzida pela P4

(SALAMONSEN et al., 1991). Enquanto a P4 apresenta efeito positivo sobre a expressao
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da COX-2, o E2 parece ter efeito oposto pois, no presente experimento, a expressdo génica
dessa enzima foi menor no Dia 0 em relagdo aos Dias -2 e 5. Essa diferenca pode ter
ocorrido pelo fato de que nos Dias -2 e 5 as concentragOes circulantes de P4 eram
superiores, como discutido acima, mas um provavel efeito inibitério do E2 ndo pode ser
descartado, uma vez que células epiteliais endometriais bovinas tratadas com E2
apresentaram reducdo na expressdo génica da enzima COX-2 (XIAO et al., 1998). A
auséncia de efeito de tratamentos na expressdo génica da enzima COX-2 no Dia 5, no
entanto, indica que essa enzima nao deve ter impacto significativo na causa da lutedlise

prematura, assim como foi verificado para a COX-1.

3.3. Histomorfometria uterina

A altura das células epiteliais luminais foi influenciada por dia, sendo maior no Dia
5 em relagdo ao Dia 0 e no Dia 0 em relagéo ao Dia -2 (Dia -2: 28,29 um; Dia 0: 33,49 um;
Dia 5: 38,44 um; EPM = 1,93; P < 0,05), e por tratamento (CONTROLE: 30,03 um;
CIDR: 36,78 um; EPM = 1,61; P < 0,05). A altura das células epiteliais glandulares
superficiais foi influenciada por dia, sendo maior no Dia 5 em relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia
-2: 30,52 pum; Dia 0: 31,45 pum; Dia 5: 39,65 um; EPM = 2,55; P < 0,05). A densidade de
ductos glandulares foi influenciada por dia, sendo maior no Dia 5 em relacéo aos Dias -2 e
0 (Dia -2: 20,37 ductos/mm?; Dia 0: 24,89 ductos/mm?; Dia 5: 38,42 ductos/mm? EPM =
3,54; P < 0,05). O perimetro médio dos ductos glandulares superficiais foi influenciado por
dia, sendo maior no Dia 5 em relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 270,99 um; Dia 0: 274,56

um; Dia 5: 348,76 um; EPM = 14,47; P < 0,05). A area glandular em relagdo a area
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endometrial foi influenciada por dia, sendo maior no Dia 5 em relagéo aos Dias -2 e 0 (Dia
-2: 13,66%; Dia 0: 12,92%; Dia 5: 29,21%; EPM = 3,18; P < 0,05), e tendeu a ser
influenciada por tratamento (CONTROLE: 15,94%; CIDR: 21,26%; EPM = 2,70; P < 0,1).
A érea glandular em relagdo a area uterina total foi influenciada por dia, sendo maior no
Dia 5 em relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 5,34%; Dia 0: 6,59%; Dia 5: 11,61%; EPM =
1,52; P < 0,05), e por tratamento (CONTROLE: 6,38%; CIDR: 9,32%; EPM = 1,24; P <
0,05). Houve interacdo entre dia e tratamento na altura das células epiteliais glandulares
profundas (P < 0,05; Figura 15), na area endometrial percentual (P < 0,05; Figura 16) e no
perimetro médio dos ductos glandulares profundos (P < 0,05; Figura 17), os quais foram
maiores nas vacas do tratamento CIDR em relacdo as vacas do tratamento CONTROLE

nos Dias -2 e 0 porém, similar entre os tratamentos no Dia 5.
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Figura 15: Altura das células endometriais epiteliais glandulares profundas (média dos
quadrados minimos = EPM) em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com
dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com
GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS,
2008.
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Figura 16: Area endometrial em relacdo & area uterina (média dos quadrados minimos +
EPM) em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo
intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia
0. Letras diferentes indicam diferenga significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 17: Perimetro dos ductos glandulares endometriais profundos (média dos quadrados
minimos + EPM) em vacas Nelore tratadas (CIDR) ou ndo (CONTROLE) com dispositivo
intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular com GnRH no Dia
0. Letras diferentes indicam diferenga significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.

Trabalhos com ovelhas realizados por Moore (1985) e Wilmut et al. (1986)
mostraram que trés estagios de exposicdo esteroidal sdo necessarios para 0
desenvolvimento de um ambiente uterino favoravel a concepcdo. A primeira é a fase de
exposicdo a P4 imediatamente antes do estro, seguindo-se uma fase de concentracdes
crescentes de E2 no estro e, finalmente, a manutencéo de concentracdes de P4 suficientes
no ciclo estral subsequente. Na vaca ciclica, o endométrio apresenta uma fase proliferativa
durante o proestro e estro, resultante da acdo do E2 circulante em ambiente de baixa
concentracdo de P4, e uma fase secretdria durante a fase luteal, resultante da acdo da P4
(GRAY et al., 2001). Durante a fase proliferativa, ha um aumento na freqiiéncia de mitoses

nas células epiteliais e do estroma, as celulas epiteliais adquirem cilios e as glandulas



113

endometriais ramificam-se progressivamente até o inicio da fase secretdria, quando as
células glandulares acumulam vacuolos repletos de material secretdrio na regido basal. Em
seguida, o material secretorio se encontra na regido apical dessas células e no lumen das
glandulas (WANG et al., 2007).

De forma geral, os efeitos de dia e de tratamento observados no presente
experimento corroboram as hipdteses de que a sequéncia de exposicdo esteroidal é
essencial ao adequado desenvolvimento endometrial e de que a pré-exposicdo a P4
potencializa o efeito do E2 na proliferacdo tecidual endometrial. Entretanto, a auséncia de
efeitos de tratamentos na altura das células epiteliais luminais e glandulares superficiais, na
densidade de ductos glandulares, no perimetro das glandulas endometriais superficiais e na
area glandular em relagdo a area uterina indica que em algumas regides endometriais é
possivel a proliferacdo tecidual mesmo sem pré-exposicdo a P4. O efeito positivo
observado do tratamento com P4 no desenvolvimento das glandulas endometriais
profundas difere de estudos prévios em ovelhas intactas ciclicas, prenhes e
ovariectomizadas (JOHNSON et al., 1997a,b; ZHENG et al., 1996), nos quais os efeitos
dos esterdides ovarianos na proliferacdo celular endometrial ocorreram de forma mais
intensa nas regifes proximas ao lumen uterino. Essa diferenca pode ser devido a
particularidades de cada espécie, apesar de bovinos e ovinos apresentarem diversas
semelhancas no tocante a fisiologia reprodutiva, ou ainda a diferencas entre animais em
anestro, animais ciclicos e animais castrados.

Em estudo prévio (JOHNSON et al., 1997a), ovelhas ovariectomizadas tratadas

com P4 e E2 apresentaram células maiores e com maiores proporcdes RNA:DNA e
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proteina:DNA em relacdo a ovelhas tratadas apenas com E2. De forma semelhante, em
ovelhas ciclicas, as concentragfes circulantes de P4 e E2 promoveram hipertrofia celular,
elevando o peso uterino (JOHNSON et al., 1997b). Esses dados em conjunto levaram o0s
autores a sugerir que, em ovelhas, a P4 eleva a sensibilidade dos tecidos uterinos ao E2.
Interessantemente, a redugdo na expressdo endometrial de ER observada nas vacas do
tratamento CIDR indica que se, nos bovinos, a P4 também eleva a sensibilidade dos
tecidos uterinos ao E2, 0 mecanismo provavelmente envolve maximizacao dos efeitos pos-
ligacdo E2-ER. Outro achado interessante do Experimento 2 refere-se ao fato de que,
independente de tratamento, as alteragdes temporais observadas na altura das células
ocorreram principalmente nas regifes mais proximas ao limen uterino. Essa observagdo
indica que a exposicdo ao E2 seguida por exposicdo a P4 pode afetar diferentemente
celulas endometriais de acordo com sua localizagdo e requer estudos adicionais, uma vez
que ha poucos relatos sobre o assunto. Wang et al. (2007), avaliando vacas intactas
ciclicas, observaram que a concentracdo circulante de P4 relacionou-se a reducdo de
tamanho e condensacdo glandular de forma mais intensa na regido profunda em relacéo a
superficial. Dentre as variaveis avaliadas no Experimento 2, as que podem ter alguma
relacdo com essas observacdes sao a menor intensidade de coloracao nos nucleos positivos
para ER no Dia -2 em relacdo aos Dias 0 e 5 e a maior intensidade de coloracdo nos
nucleos positivos para PR nos Dias -2 e 0 em relacdo ao Dia 5.

Apesar da possibilidade de que algumas regifes endometriais se desenvolvem
normalmente mesmo sem pré-exposicdo a P4, os resultados do Experimento 2

evidenciaram que a suplementacdo com P4 em vacas em anestro promoveu alteracdes
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proliferativas potencialmente importantes para que o endométrio tenha capacidade
secretoria adequada a manutengdo da gestacdo. Os diversos e complexos mecanismos de
acdo da P4 ainda ndo sdo compreendidos, entretanto é bastante evidente que a P4 pode
estimular ou inibir a proliferacdo celular no Gtero dependendo do tipo celular ou contexto
fisiologico (GRAHAM & CLARKE, 1997). Os efeitos da P4 nas funcdes celulares
incluem estimulo a glicogénese (DEMERS et al., 1977; SHAPIRO et al.,, 1980),
metabolismo ciclico de nucleotideos (SAVOURET et al., 1990), sintese e eliminacdo de
proteinas (SAVOURET et al.,, 1990) e regulacdo do ciclo celular (CLARKE &
SUTHERLAND, 1990). Essas observacOes, adicionadas aos resultados dos Experimentos
1 e 2, indicam que a pré-exposi¢do a P4 € essencial a concepgdo ndo sé porque previne a
lutedlise prematura, mas também porque pode auxiliar na preparagdo do Utero para a
gestacdo. Isso implica que estratégias alternativas a P4 podem resultar em baixas taxas de
concepgdo, mesmo sendo eficazes em prevenir a lutedlise prematura, se ndo promoverem
as alteracdes adequadas no endométrio. A busca por alternativas a P4 em programas de
inducdo de ciclicidade de fémeas bovinas deve, portanto, considerar mais essa variavel, o

que pode inviabiliza-las.
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4. Conclusoes

De acordo com os resultados do presente experimento, conclui-se que, em vacas em
anestro pés-parto:

- 0 tratamento com dispositivo intravaginal de P4 antes da inducdo da ovulagéo
causou alteragdes proliferativas no endométrio, potencialmente melhorando sua capacidade
secretoria no inicio da fase luteal;

- 0 tratamento com dispositivo intravaginal de P4 antes da inducdo da ovulagédo
reduziu a expressdo génica de ER e OTR;

- 0 tratamento com dispositivo intravaginal de P4 antes da inducdo da ovulagéo
reduziu a expressdo protéica de ER e aumentou a expressdo de PR em algumas regides
endometriais, potencialmente reduzindo a capacidade de secre¢do de PGF2a no inicio da

fase luteal.

Os dados dos Experimentos 1 e 2 em conjunto indicam que as expressées génicas
de ER, PR e OTR e as expressdes protéicas de ER e PR encontram-se elevadas durante a
condicdo de anestro, possivelmente devido as baixas concentragdes circulantes de
esterdides ovarianos. E provavel, portanto, que na vaca em anestro as expressdes dessas

proteinas sejam superiores as observados na vaca ciclica.
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CAPITULO 4
EXPERIMENTO 3: EFEITO DO DIAMETRO FOLICULAR NAS
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS E MOLECULARES UTERINAS DE
VACAS NELORE EM ANESTRO POS-PARTO TRATADAS COM

PROGESTERONA

Resumo. O objetivo desse experimento foi avaliar os efeitos do didmetro folicular na
histomorfometria uterina, expressao génica endometrial de ER, PR, OTR, COX-1 e COX-
2, e na expressao protéica de ER e PR (porcentagem de nucleos positivos e intensidade de
coloracdo dos nucleos positivos, em unidades arbitrarias [UA], & imunohistoquimica) em
vacas em anestro submetidas a inducao de ovulacgdo apds tratamento com P4. Vacas Nelore
primiparas em anestro pos-parto receberam um dispositivo intravaginal contendo 1,9 g de
P4 entre os dias -8 e -2, RB entre os Dias -2 e 0 (48 h) e GnRH no Dia 0. Os tratamentos
consistiram em aspiracdo guiada por ultrassom dos foliculos ovarianos > 6 mm no Dia -8
(FG; n = 15) ou no Dia -6 (FP; n = 15). Dentro de cada tratamento, as vacas foram
aleatoriamente distribuidas para serem submetidas a histerectomia no Dia -2, 0 ou 5 (n =
5/tratamento/dia). Os dados foram analisados pelo PROC GLM do programa SAS. Em
relacdo as vacas do tratamento FP, as vacas do tratamento FG apresentaram maior altura
das células epiteliais glandulares profundas (33,0 vs. 28,8 um; P < 0,05), densidade de
ductos glandulares (30,3 vs. 24,8 ductos/mm?; P < 0,1), area glandular em relacdo & area
endometrial (26,5 vs. 18,8%; P < 0,05), area glandular em relacdo a area uterina total (11,4

vs. 8,0%; P < 0,05) e perimetro médio dos ductos glandulares profundos no Dia 5 (352,8
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vs. 261,3 um; P < 0,05) e menor expressdo génica (em relagdo ao gene constitutivo
ciclofilina A) de OTR no Dia 5 (2,1 vs. 4,7; P < 0,05). Apesar de ndo terem sido
observados efeitos de tratamentos nas expressdes génicas de ER e PR, as vacas do
tratamento FG apresentaram menor (P < 0,05) porcentagem de ndcleos positivos para ER
no estroma subepitelial profundo no Dia 0 (70,4 vs. 86,1%), intensidade de coloragéo dos
nucleos positivos para ER no Dia 5 no epitélio luminal (70,6 vs. 83,9 UA) e no estroma
subepitelial profundo (75,8 vs. 93,2 UA) e maior porcentagem de nucleos positivos para
PR no epitélio glandular profundo (95,0 vs. 92,5%; P < 0,1), intensidade de coloracéo dos
nucleos positivos para PR no epitélio glandular superficial (88,5 vs. 85,8 UA; P < 0,1) e
profundo (89,1 vs. 81,7 UA; P < 0,05), intensidade de coloragdo dos nlcleos positivos para
PR no estroma subepitelial profundo no Dia 0 (87,5 vs. 80,3 UA; P < 0,05), porcentagem
de nucleos positivos para PR no estroma subepitelial profundo nos Dias 0 (94,5 vs. 71,5%;
P < 0,05) e 5 (72,7 vs. 51,8%; P < 0,05) e porcentagem de nicleos positivos para PR no
estroma subepitelial superficial no Dia 5 (84,2 vs. 55,7%; P < 0,05) em relag&o as vacas do
tratamento FP. Conclui-se que a diminuicdo no tamanho do foliculo ovulatério causou
alteracdes temporais e locais no endométrio que podem desfavorecer o desenvolvimento
embrionario, como menor proliferacdo do tecido glandular, e favorecer a secrecdo de
PGF2a, aumentando o risco potencial de lutedlise prematura.

Palavras-chave: Anestro, diametro folicular, receptores de estradiol, receptores de

progesterona, receptores de ocitocina, histomorfometria uterina.
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Effect of Follicular Diameter on Uterine Histological and Molecular Characteristics

in Postpartum Anestrus Nelore Cows Treated with Progesterone

Abstract. The objective of this study was to evaluate the effects of follicular diameter on
the uterine histomorphometry, the gene expression of ER, PR, OTR, COX-1 and COX-2,
and the protein expressions of ER and PR (percentage of positive nuclei and staining
intensity of positive nuclei, in arbitrary units [AU], at immunohistochemistry) in anestrous
cows submitted to induction of ovulation after a treatment with P4. Primiparous
postpartum anestrous Nelore cows received an intravaginal insert containing 1.9 g of P4
between Days -8 and -2, TW between Days -2 and 0 (48 h), and GnRH on Day 0.
Treatments consisted in ultrasound-guided aspiration of > 6 mm follicles either on Day -8
(FG; n = 15) or Day -6 (FP; n = 15). Within each treatment, cows were randomly
distributed to receive hysterectomy either on Day -2, 0, or 5 (n = 5/treatment/day point).
Data were analyzed by PROC GLM of SAS. Cows from treatment FG had greater deep
gland cell height (33.0 vs. 28.8 um; P < 0.05), gland duct density (30.3 vs. 24.8 ducts/mm?;
P < 0.1), gland duct area by endometrial area (26.5 vs. 18.8%; P < 0.05), gland duct area
by total uterine area (11.4 vs. 8.0%; P < 0.05) and deep gland duct perimeter on Day 5
(352.8 vs. 261.3 um; P < 0.05), and lower OTR gene expression on Day 5 (2.1 vs. 4.7; P <
0.05) than cows from treatment FP. Although no effects of treatment on ER and PR gene
expression were found, cows from treatment FG had lower (P < 0.05) percentage of ER-
positive nuclei in deep uterine stroma on Day 0 (70.4 vs. 86.1%), staining intensities of

ER-positive nuclei on Day 5 in luminal epithelium (70.6 vs. 83.9 AU) and deep
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subepithelial stroma (75.8 vs. 93.2 AU), and greater percentage of PR-positive nuclei in
deep glandular epithelium (95.0 vs. 92.5%; P < 0.1), staining intensity of PR-positive
nuclei in shallow (88.5 vs. 85.8 AU; P < 0.1) and deep glandular epithelia (89.1 vs. 81.7
AU; P < 0.05), staining intensity of PR-positive nuclei in deep subepithelial stroma on Day
0 (87.5 vs. 80.3 AU; P < 0.05), percentage of PR-positive nuclei in deep subepithelial
stroma on Days 0 (94.5 vs. 71.5%; P < 0.05) and 5 (72.7 vs. 51.8%; P < 0.05) and
percentage of PR-positive nuclei in shallow subepithelial stroma on Day 5 (84.2 vs. 55.7%;
P < 0.05) than cows from treatment FP. In conclusion, the reduction in size of the
ovulatory follicle caused temporal and local changes in the endometrium that might impair
early embryonic development, such as reduced glandular tissue proliferation, and advance
the secretion of PGF2a, increasing the potential risk of premature luteolysis.

Keywords: Anestrus, follicular diameter, estradiol receptors, progesterone receptors,

oxytocin receptors, uterine histomorphometry.
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1. Justificativa

Avaliar a histomorfometria uterina, a expressao génica endometrial de ER, PR,
OTR, COX-1 e COX-2, e a expressao protéica de ER e PR em vacas em anestro com
diferentes diametros foliculares apds tratamento com P4. A hipdtese desse experimento foi
que, em vacas em anestro tratadas com P4, a reducdo no tamanho folicular eleva a
expressdo de enzimas e receptores endometriais que propiciam a lutedlise e reduz a

proliferacéo tecidual uterina.

2. Materiais e métodos
2.1. Animais e tratamentos

Foram utilizadas inicialmente 40 vacas primiparas Nelore em anestro, com 30 a 60
dias pds-parto e escore de condi¢do corporal 2,89 + 0,01 (escala de 1 a 5; HOUGHTON et
al., 1990), mantidas a pasto (Brachiaria humidicola) e pertencentes a Pecuaria Novo
Horizonte, localizada no municipio de Coxim-MS. A condi¢do de anestro foi determinada
por dois exames ultrassonograficos e pelas concentracdes séricas de P4, conforme descrito
no Capitulo 2. No dia do segundo exame de ciclicidade (Dia -8), as vacas que nao
apresentaram tecido luteal em ambos os exames ultrassonograficos receberam um
dispositivo intravaginal contendo 1,9 g de P4 (CIDR®, Pfizer Saide Animal, Brasil) e
foram aleatoriamente distribuidas para receber um dos seguintes tratamentos (Figura 18):
aspiracdo guiada por ultrassom dos foliculos ovarianos > 6 mm no Dia -8 (FG; n = 15);
aspiracao guiada por ultrassom dos foliculos ovarianos > 6 mm no Dia -6 (FM; n = 15). No

Dia -2, as vacas tiveram os dispositivos de P4 removidos e foram submetidas a RB por 48
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horas (entre os Dias -2 e 0), seguido por tratamento com 200 ug de GnRH (2 mL de
Fertagyl®, Intervet, Brasil), via intramuscular, ao final da RB. Dentro de cada tratamento,
as vacas foram aleatoriamente distribuidas para receber cirurgia de histerectomia unilateral

nos Dias -2, 0 ou 5, conforme descrito no Capitulo 3.

2.2. Aspirac0es foliculares

O procedimento de aspiracdo folicular guiada por ultrassom realizada no presente
experimento foi semelhante ao descrito no Capitulo 3. O objetivo da aspiragéo folicular foi
sincronizar a onda folicular precisamente em dois diferentes momentos (Dia -8 ou Dia -6),
de forma que os foliculos subsequentes apresentassem diferentes didmetros a ovulacéo e,
conseqlientemente, as vacas apresentassem diferentes concentragdes circulantes de E2 no

periodo pré-ovulatorio.

2.3. Remocao temporaria de bezerros
O procedimento e objetivo da RB realizada no presente experimento foram

semelhantes ao descrito no Capitulo 2.

2.4. Ultrassonografia das estruturas ovarianas

Exames ultrassonogréaficos foram realizados nos Dias -15, -8, -2, 0, 2 e 5 de forma
semelhante a descrita no Capitulo 3. A vacas a serem submetidas a histerectomia no Dia 5
foram avaliadas por ultrassonografia ovariana nesse dia visando-se mensurar o diametro do

corpo luteo, atraves da média entre o maior diametro e o diametro perpendicular a ele.
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2.5. Colheitas e analises de sangue
Os procedimentos de colheita, manipulagdo e armazenamento de soro realizados no

presente experimento foram semelhantes aos descritos no Capitulo 2.

2.5.1. Dosagens de progesterona

Amostras de sangue para dosagem de P4 foram colhidas nos Dias -15, -8, 2 e 5, de
forma semelhante a descrita no Capitulo 3. A dosagem de P4 do presente experimento foi
realizada no mesmo ensaio descrito no Capitulo 2, cuja sensibilidade foi 0,1 ng/mL e o

coeficiente de variagéo intra-ensaio foi 6,1%

2.5.2. Dosagens de estradiol

Amostras de sangue para dosagem de E2 foram colhidas nos Dias -2 e 0. A
dosagem de E2 do presente experimento foi realizada no mesmo ensaio descrito no
Capitulo 2, cuja sensibilidade foi 0,5 pg/mL e o coeficiente de variacdo intra-ensaio foi

12,3%

2.6. Colheitas e analises de tecidos uterinos

Os procedimentos de colheita, manipulacdo, armazenamento dos tecidos uterinos
realizados no presente experimento foram semelhantes aos descritos no Capitulo 2. As
analises laboratoriais (coloracdo HE para avaliacdo morfoldgica, imunohistoquimica para

ER e PR e RT-PCR em Tempo Real para ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2) das amostras
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uterinas coletadas no presente experimento foram realizadas nos mesmos ensaios descritos

no Capitulo 2.

2.7. Resumo do delineamento experimental

Na Figura 18 esta resumido o delineamento do presente experimento:

GnRH
FG
(n = 15) | CIDR® (6d) | RrB | | |
| l l |
-15 -8 2 0 2 5
us us US US  US us
Sg Sg Sg Sg Sg Sg
End End End
Asp
GnRH
FP
(n=15) | CIDR® (6d) | RB | | |
| | | | |
-15 8 6 -2 0 2 5
us us us Us  US us
Sg Sg Sg Sg Sg Sg
' End End End
Asp

Figura 18: Diagrama esquematico do delineamento experimental. US: Ultrassonografia das
estruturas ovarianas; Sg: Colheita de sangue; End: Colheita de tecido endometrial; Asp:
Aspiracdo guiada por ultrassom dos foliculos ovarianos > 6 mm; CIDR®: Dispositivo

intravaginal contendo 1,9 g de progesterona; RB: Remocdao de bezerros (48 horas).

2.8. Andlise estatistica

As variaveis dependentes foram analisadas pelo procedimento GLM do programa

SAS. Para cada variavel, os dados foram testados quanto a normalidade dos residuos e a

homogeneidade das variancias. Quando os dados ndo obedeceram as premissas para a
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andlise, foram submetidos a transformacdo logaritmica ou inversa e re-analisados. As
médias ajustadas foram re-expressas na escala original.

Para a analise das variaveis dependentes didmetro folicular no Dia -2, didmetro
folicular no Dia 0, concentracédo sérica de E2 no Dia -2, concentragdo sérica de E2 no Dia
0, didmetro do CL no Dia 5, concentracdo sérica de P4 no Dia 2 e concentracdo sérica de
P4 no Dia 5, o modelo incluiu os efeitos de tratamento e escore de condi¢do corporal
(covariavel). Para a analise das variaveis dependentes relacionadas a morfometria uterina
(altura das células epiteliais luminais, altura das células epiteliais glandulares superficiais,
altura das células epiteliais glandulares profundas, area endometrial percentual, densidade
de ductos glandulares, perimetro dos ductos glandulares, area ocupado por ductos
glandulares por unidade de area endometrial, area ocupado por ductos glandulares por
unidade de éarea total de tecido uterino), ER (porcentagem de nucleos positivos e
intensidade de coloracdo), PR (porcentagem de nucleos positivos e intensidade de
coloracdo) e expressdo génica (ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2), o modelo incluiu os
efeitos de tratamento, dia, interacdo entre tratamento e dia e escore de condicao corporal
(covariavel).

Para cada variavel dependente, as médias gerais foram desdobradas e comparadas
somente quando detectado efeito ou tendéncia a efeito de pelo menos uma das classes
incluidas nos modelos. Quando detectado efeito de dia, as médias foram comparadas pelo
teste t. Quando detectada interacdo entre tratamento e dia, as médias foram comparadas por

contrastes ortogonais considerando os efeitos de dia dentro de cada tratamento e de
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tratamento dentro de cada dia. Considerou-se significancia quando P < 0,05 e tendéncia a

significancia quando 0,1 > P > 0,05.

3. Resultados
As variaveis continuas descritas a seguir estdo expressas como média dos

quadrados minimos + EPM.

3.1. Esteroides e estruturas ovarianas

As vacas do tratamento FG apresentaram maior diametro folicular nos Dias -2
(20,03 mm vs. 7,39 mm; EPM =0,19; P <0,01) e 0 (11,59 mm vs. 8,66 mm; EPM = 0,15;
P < 0,01). Este experimento foi delineado para avaliar o efeito do diametro folicular e da
concentracdo pré-ovulatdria de E2 na histomorfometria uterina e em fatores moleculares
endometriais relacionados & lutedlise. Visando alterar o didmetro folicular, realizaram-se
aspiracdes foliculares nos Dias -8 (tratamento FG) ou -6 (tratamento FP) do experimento.
O procedimento experimental de alterar o didametro do foliculo ovulatério através da
aspiracdo folicular guiada por ultrassom foi previamente descrito em vacas ciclicas
(VASCONCELOS et al., 2001). Entretanto, o presente experimento constitui 0 primeiro
relato da utilizacdo dessa técnica em vacas em anestro e mostrou-se bastante eficiente, pois
reduziu o didmetro folicular em 2,64 mm e 2,93 mm no Dias -2 e 0, respectivamente. A
concentracdo sérica de E2 no Dia -2 ndo foi influenciada por tratamento, porém no Dia 0
foi maior nas vacas do tratamento FG (3,22 pg/mL vs. 1,76 pg/mL; EPM = 0,25; P < 0,01).

Assim, o tratamento reduziu a concentracdo circulante de E2 no Dia 0 em
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aproximadamente 55%, evidenciando sua eficiéncia em reduzir o tamanho, idade e estado
fisiologico folicular.

Como esperado, no presente experimento, a reducdo no didmetro do foliculo
ovulatoério nas vacas do tratamento FP resultou em CL de menor didametro no Dia 5 (15,23
mm vs. 10,49 mm; EPM = 1,48; P < 0,01) e menor concentracdo sérica de P4 no Dia 5
(1,32 ng/mL vs. 0,79 ng/mL; EPM = 0,13; P < 0,01) em relagdo as vacas do tratamento
FG. Entretanto, ndo houve efeito de tratamento nas concentragdes séricas de P4 no Dia 2
(0,31 £ 0,55 ng/mL; P > 0,1). Dessa forma, a aspiracdo folicular no Dia -6 reduziu o
didmetro folicular no Dia 0 a aproximadamente 75%, o didmetro do CL no Dia 5 a
aproximadamente 69% e a concentracao sérica de P4 no Dia 5 a aproximadamente 60% do
observado nas vacas aspiradas no Dia -8. Esses dados estdo de acordo com os relatados por
Vasconcelos et al. (2001) em que o impacto do procedimento de aspiracdo folicular foi
maior no didmetro folicular e do CL do que na concentracdo circulante de P4. Em um
estudo em ovelhas, Murdoch & Kirk (1998) verificaram que a inducdo prematura da
ovulacdo com GnRH reduziu o didametro do CL subsequente, a concentracdo circulante de
P4, a concentracdo luteal de P4 e o numero de CLG. Além disso, observou-se reducdo na
quantidade de células da granulosa nos foliculos induzidos a ovular prematuramente. No
presente experimento ndo foi avaliado se o0s tratamentos alteraram diretamente a
quantidade de células da granulosa no foliculo ovulatério porém, a menor concentracao
sérica de E2 no Dia 0 nas vacas do tratamento FP indica uma possivel reducdo na
quantidade e/ou atividade dessas células, de acordo com as observacdo de Murdoch & Kirk

(1998).
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3.2. Aspectos moleculares relacionados a lutedlise

Observou-se interacdo entre tratamento e dia na expressdo génica de OTR (P <
0,05; Figura 19) e a expressdo génica da enzima COX-2 foi influenciada por dia, sendo
menor no Dia 0 em relacdo aos Dias -2 e 5 (Dia -2: 2,52; Dia 0: 0,65; Dia 5: 2,81; EPM =
0,77; P < 0,05). Porém, ndo foram observados efeitos de tratamento, dia ou interacdo entre
tratamento e dia nas expressoes génicas de PR (6,12 £ 1,84), ER (3,05 + 1,33) e COX-1

(2,24 + 0,41).
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Figura 19: Expressdo génica de receptores endometriais de ocitocina (OTR) relativa ao
gene constitutivo ciclofilina A (CYC-A; média dos quadrados minimos + EPM),
quantificada por RT-PCR em tempo real, em vacas Nelore tratadas com dispositivo
intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de
diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com GnRH no Dia 0.
Letras diferentes indicam diferenga significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.
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A auséncia de efeito de dia nas expressdes génicas de ER e PR discorda do que foi
verificado em vacas ciclicas por Robinson et al. (2001), nas quais a expressdo génica de
ambos receptores apresentou-se elevada nos periodos de proestro e estro, decrescendo em
seguida. No entanto, os resultados de expressdo génica de OTR estdo de acordo com a
fisiologia de fémeas ruminantes ciclicas, em que a concentracdo endometrial de OTR
encontra-se elevada durante o estro, diminui progressivamente ao longo da fase luteal e
aumenta novamente nos momentos prévios a lutedlise (MIRANDO et al., 1993;
STEVENSON et al., 1994). Silvia & Taylor (1989) correlacionaram uma maior producao
de PGF2a induzida pela OT a proporgdes crescentes da razdo estradiol/progesterona no
final da fase luteinica. O aumento desta razdo parece também ser a causa do aumento da
concentracdo de OTR periodo pré-parto (FUCHS et al., 1995).

Estudos em ovelhas demonstraram que apenas a queda na concentracgao circulante
de P4 foi suficiente para iniciar a expressdo de OTR, mas a administragdo de E2 no
momento da retirada da P4 maximizou o estimulo a expressdo génica de OTR (LEAVITT
et al., 1985; VALLET et al., 1990; ZHANG et al., 1992). Além disso, diversos estudos in
vivo demonstraram que o E2 estimula a expressdo endometrial de OTR (HIXON &
FLINT, 1987; BEARD & LAMMING, 1994; SPENCER et al., 1995) e um estudo in vitro
confirmou o efeito do E2 em acelerar a expressao génica de OTR sem, no entanto, alterar a
concentragéo final de mMRNA de OTR (LEUNG & WATHES, 1999). De fato, no presente
experimento, a expressao génica endometrial de OTR foi maior nas vacas do tratamento
FG no Dia 0. Existe também a possibilidade de o E2 exercer efeito na ativacdo de

receptores pré-existentes (HIXON & FLINT, 1987; PARKINSON et al., 1990).
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A elevagéo da fungéo e expressdo endometrial de OTR no proestro/estro termina
dentro de 2 a 3 dias ap06s o estro, e os OTR séo inibidos, retornando aos niveis basais
(MEYER et al., 1988; FUCHS et al., 1990; HORN et al., 1998). Em fémeas ruminantes
ciclicas, elevadas concentracGes pré-ovulatdrias de E2 resultaram em inibicdo da expressdo
de OTR no endométrio e auséncia de secrecdo de PGF2a em resposta ao desafio com OT
durante os primeiros dias da fase luteal (Lamming & Mann, 1995a,b). Em um estudo com
vacas ovariectomizadas, Mann & Lamming (2000) verificaram que, também na auséncia
de pré-exposicdo a P4, o E2 inibiu a expressdo de OTR de forma dose dependente. Vallet
et al. (1990) em estudo com ovelhas ovariectomizadas, verificaram que o E2 apresenta
efeitos contraditdrios sobre a expressdo da OTR no endométrio, variando de acordo com o
tempo, de forma que inicialmente (1 a 2 dias) o efeito é estimulatorio e posteriormente (5
dias) inibitorio. E possivel que o efeito inibitério do E2 na expressio de OTR no
endométrio seja em decorréncia de alteracfes na expressdo de ER, uma vez que Cherry et
al. (1991) observaram que a concentracdo de ER foi reduzida apds o estro, antes que as
concentracgdes circulantes de P4 se elevassem.

Observou-se efeito de dia (P < 0,05) nas varidveis porcentagem de nucleos
positivos para ER no estroma subepitelial superficial e intensidade de coloracdo dos
nucleos positivos para ER nos epitélios glandulares superficial e profundo e no estroma
subepitelial superficial: a porcentagem de nucleos positivos para ER no estroma
subepitelial superficial foi maior no Dia 5 em relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 75,55; Dia 0:
76,24; Dia 5: 90,99; EPM = 5,10); a intensidade de coloracdo dos ndcleos positivos para

ER no epitélio glandular superficial foi maior no Dia 0 em relacdo ao Dia -2 e no Dia 5 em
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relacdo ao Dia 0 (Dia -2: 56,55; Dia 0: 76,37; Dia 5: 86,24, EPM = 4,71); a intensidade de
coloracéo dos nucleos positivos para ER no epitélio glandular profundo foi menor no Dia -
2 em relacdo aos Dias 0 e 5 (Dia -2: 73,42; Dia 0: 93,80; Dia 5: 88,94; EPM = 3,39); a
intensidade de coloragdo dos nucleos positivos para ER no estroma subepitelial superficial
foi menor no Dia 5 em relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 86,00; Dia 0: 85,89; Dia 5: 68,70;
EPM = 3,09). Houve interacdo entre dia e tratamento na intensidade de coloracdo dos
nucleos positivos para ER no epitélio luminal (P < 0,05; Figura 20) e estroma subepitelial
profundo (P < 0,05; Figura 21) e na porcentagem de nucleos positivos para ER no estroma
subepitelial profundo (P < 0,05; Figura 22). N&o foram observados efeitos de tratamento,
dia ou interacdo entre tratamento e dia na porcentagem de nucleos positivos para ER no
epitélio luminal (91,50 + 6,62%), epitélio glandular superficial (92,36 + 3,86%) e epitélio

glandular profundo (93,77 + 2,71%).
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Figura 20: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de estradiol o em
células epiteliais luminais (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas Nelore tratadas
com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular
foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com GnRH
no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 21: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de estradiol o no
estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas Nelore
tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a
ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com
GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS,
2008.
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Figura 22: Porcentagem de nucleos com imunomarcacao positiva para receptor de estradiol
a no estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas
Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular foliculos de diferentes didmetros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 +
0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P <
0,05). Coxim-MS, 2008.

Houve tendéncia a efeito de tratamento (P < 0,1) na intensidade de coloracdo dos
nucleos positivos para PR no epitélio glandular superficial (FP: 85,81; FG: 88,53; EPM =
1,89) e na porcentagem de nucleos positivos para PR no epitélio glandular profundo (FP:
92,47%; FG:94,97; EPM = 1,26). A intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para
PR no epitélio glandular profundo foi influenciada por dia, sendo menor do Dia 5 em
relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 91,71; Dia 0: 88,47; Dia 5: 76,03; EPM = 3,54; P < 0,05), e
por tratamento (FP: 81,72; FG: 89,10; EPM = 2,86; P < 0,05). Houve interacdo entre dia e
tratamento na porcentagem de nucleos positivos para PR no estroma subepitelial

superficial (P < 0,05; Figura 23) e no estroma subepitelial profundo (P < 0,05; Figura 24) e

na intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para PR no estroma subepitelial
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profundo (P < 0,05; Figura 25). N&o foram observados efeitos de tratamento, dia ou
interacdo entre tratamento e dia na porcentagem de nucleos positivos para PR no epitélio
luminal (89,94 * 3,14%) e epitélio glandular superficial (92,37 + 2,25%), e na intensidade
de coloragdo dos nucleos positivos para PR no epitélio luminal (66,28 + 4,11 UA) e

estroma subepitelial superficial (81,12 £ 5,66 UA).
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Figura 23: Porcentagem de nucleos com imunomarcacdo positiva para receptor de
progesterona no estroma subepitelial superficial (média dos quadrados minimos + EPM) de
vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular foliculos de diferentes didmetros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 +
0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P <
0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 24: Porcentagem de nucleos com imunomarcacdo positiva para receptor de
progesterona no estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos + EPM) de
vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e
induzidas a ovular foliculos de diferentes didmetros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 +

0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P <
0,05). Coxim-MS, 2008.
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Figura 25: Intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para receptor de progesterona no
estroma subepitelial profundo (média dos quadrados minimos + EPM) de vacas Nelore
tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona entre os Dias -8 e -2 e induzidas a
ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15 mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com
GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P < 0,05). Coxim-MS,
2008.

Apesar de no presente experimento ndo terem sido observados efeitos de
tratamento e dia nas expressdes génicas de ER e PR, a expressdo protéica desses receptores
foi alterada em algumas regides endometriais, sendo que os efeitos de tratamento sobre PR
ocorreram em mais regides do que sobre os ER. Esse maior efeito sobre PR pode ser
devido ao fato de que o E2 pré-ovulatorio estimula a expressdo da PR no Gtero no inicio da
fase luteal (OTTOBRE et al., 1984), como discutido anteriormente. E provével, portanto,
que a lutedlise prematura observada quando vacas em anestro pré-expostas a P4 ou ciclicas

ovulam foliculos de pequeno diametro (VASCONCELOS et al., 2001; TAPONEN et al.,

2003; PETERS & PURSLEY, 2003) seja decorrente de elevada expressdo de OTR
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associada a expressao insuficiente de PR nos primeiros dias pos-ovulagdo, como sugerido
por Zollers et al. (2003).

A localizagdo dos OTR no endométrio ndo foi avaliada no presente experimento,
porém em estudos com vacas ciclicas utilizando as técnicas de hibridizacdo in situ e
imunohistoquimica para OTR no endométrio observaram-se expressdes em alta
intensidade apenas nas células epiteliais luminais e glandulares, tanto do gene (HORN et
al., 1998; ROBINSON et al., 2001) como da proteina (HORN et al., 1998). Provavelmente
pelos motivos discutidos previamente, as vacas do tratamento FG, que tiveram maior
concentracdo sérica de E2 no Dia 0, apresentaram maior expressdo génica de OTR no Dia
0 e menor no Dia 5. De acordo com Kieborz-Loos et al. (2003), em animais pré-tratados
com P4, o E2 pré-ovulatorio seria essencial para reduzir a capacidade de secrecdo de
PGF2a em resposta a OT no inicio da fase luteal. Um possivel efeito de P4 luteal na
expressdo génica de OTR no Dia 5 nédo pode ser descartado, pois as vacas do tratamento
FG apresentaram maior concentracao sérica de P4 e expressdo protéica de PR em algumas
regides endometriais nesse momento, entretanto o delineamento do Experimento 3 nao
permite essa concluséo.

No presente estudo, ndo foi observado efeito de tratamento nas expressées génicas
das enzimas COX-1 e COX-2, contrariando as observacdes de Xiao et al. (1998), os quais
verificaram reducdo na expressdo génica da enzima COX-2 quando células epiteliais
endometriais bovinas foram tratadas com E2. Assim como no Experimento 2, no presente
experimento houve uma correlacdo positiva entre expressdao génica de COX-2 e

concentracdo sérica de P4, concordando com Lamming & Mann (1995b), e os resultados
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referentes as expressdes génicas de COX-1 e COX-2 indicam que essas enzimas

provavelmente ndo estdo relacionadas a causa da lutedlise prematura.

3.3. Histomorfometria uterina

A altura das células epiteliais luminais foi influenciada por dia, sendo menor no
Dia -2 em relagdo aos Dias 0 e 5 (Dia -2: 33,06 um; Dia 0: 39,13 pum; Dia 5: 39,13 pum;
EPM = 1,33; P < 0,05). Similarmente, a altura das células epiteliais glandulares
superficiais foi menor no Dia -2 em relagdo aos Dias 0 e 5 (Dia -2: 29,25 um; Dia 0: 31,84
um; Dia 5: 38,09 um; EPM = 2,45; P < 0,05). A altura das células epiteliais glandulares
profundas foi influenciada por tratamento (FP: 28,80 um; FG: 33,00 um; EPM =1,83; P <
0,05). A area endometrial percentual foi influenciada por dia, sendo maior no Dia 0 em
relacdo aos Dias -2 e 5 (Dia -2: 39,67%; Dia 0: 52,76%; Dia 5: 36,54%; EPM = 2,28; P <
0,05). A densidade de ductos glandulares foi influenciada por dia, sendo maior no Dia 5
em relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 21,45 ductos/mm?; Dia 0: 23,38 ductos/mm?; Dia 5:
37,84 ductos/mm? EPM = 3,31; P < 0,05), e tendeu a ser influenciada por tratamento (FP:
24,78 ductos/mm?; FG: 30,27 ductos/mm? EPM = 2,70; P < 0,1). O perimetro médio dos
ductos glandulares superficiais foi influenciado por dia, sendo maior no Dia 5 em relacdo
ao Dia 0 e no Dia 0 em relacdo ao Dia -2 (Dia -2: 269,13 pum; Dia 0: 314,47 um; Dia 5:
356,77 um; EPM = 21,02; P < 0,05). A area glandular em relacdo a area endometrial foi
influenciada por dia, sendo maior no Dia 5 em relacdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2: 19,91%; Dia
0: 17,29%; Dia 5: 30,82%; EPM = 3,62; P < 0,05), e por tratamento (FP: 18,82%; FG:

26,53%; EPM = 2,96; P < 0,05). Similarmente, a area glandular em relacdo a area uterina
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total foi influenciada por dia, sendo maior no Dia 5 em relagdo aos Dias -2 e 0 (Dia -2:
8,36%; Dia 0: 9,57%; Dia 5: 11,20%; EPM = 1,30; P < 0,05), e por tratamento (FP: 8,04%;
FG: 11,38%; EPM = 1,07; P < 0,05). Houve interagdo entre dia e tratamento no perimetro

médio dos ductos glandulares profundos (P < 0,05; Figura 26).

400
aFrp HFG
350
300 -+
250 -
200 -
150

100 -

Perimetro glandular (um)

-2 0 5

Dia do experimento

Figura 26: Perimetro dos ductos glandulares endometriais profundos (média dos quadrados
minimos £ EPM) em vacas Nelore tratadas com dispositivo intravaginal de progesterona
entre os Dias -8 e -2 e induzidas a ovular foliculos de diferentes diametros (FP: 8,66 + 0,15
mm; FG: 11,59 + 0,15 mm) com GnRH no Dia 0. Letras diferentes indicam diferencga
significativa (P < 0,05). Coxim-MS, 2008.

No presente experimento, 0s tratamentos simularam toda a seqiiéncia esteroidal
fisiologica hipotetizada nos trabalhos de Moore (1985) e Wilmut et al. (1986) alterando-se,
no entanto, as concentracdes circulantes de E2 pré-ovulatério e de P4 na fase luteal
subseqliente a ovulacgdo, através da manipulacdo do didmetro folicular. Considerando que

as vacas do tratamento FG apresentaram maiores concentragdes circulantes de E2 no Dia 0

e de P4 no Dia 5, os resultados observados nas avaliages histomorfométricas estdo de
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acordo com as descricOes classicas da literatura sobre os efeitos dos esterdides no
desenvolvimento das glandulas endometriais. De acordo com Johnson (1965), sob
influéncia do E2, as glandulas endometriais crescem em quantidade e comprimento e suas
celulas aumentam em altura. A P4, por sua vez, faz com que as glandulas se tornem mais
tortuosas, ramificadas e secretivas, além de reduzir o edema na regido do estroma, o que
aumenta a concentracdo glandular por unidade de &rea nessa regido (JOHNSON, 1965;
MURRAY, 1992).

Assim como observado no Experimento 2, no presente experimento, as principais
alteracbes morfométricas causadas por tratamento ocorreram em regides mais distantes do
limen uterino, diferindo de estudos em ovelhas intactas ciclicas, prenhes e
ovariectomizadas (JOHNSON et al., 1997a,b; ZHENG et al., 1996), como discutido
previamente. Além das concentragdes circulantes de esterdides nos Dias 0 e 5, diferencas
na distribuicdo e concentracdo dos receptores endometriais de esterdides podem ter
contribuido para o maior desenvolvimento epitelial glandular profundo nas vacas do
tratamento FG pois, apesar da auséncia de efeito de tratamento nos ER, as vacas do
tratamento FG apresentaram maior intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para RP
nas células das glandulas profundas, indicando maior concentracao desse receptor naquele
local.

De forma geral, na maior parte das variaveis histomorfométricas avaliadas houve
proliferacdo tecidual gradativamente progressiva do inicio do proestro (Dia -2) até a fase
luteal inicial (Dia 5). De acordo com esses resultados, Wang et al. (2007) verificaram em

vacas ciclicas que a densidade de ductos glandulares foi maior na fase luteal em relacdo a



142

fase folicular. Além disso, a densidade de ductos glandulares no oitavo dia do ciclo estral
correlacionou-se positivamente a concentracdo plasmatica de P4, concordando com 0s
resultados do presente experimento. Entretanto, diferentemente das demais variaveis
histomorfométricas avaliadas, a area endometrial percentual aumentou entre os Dias -2 e 0
e reduziu-se entre os Dias 0 e 5, discordando do relato de que o endométrio torna-se mais
espesso durante a fase luteal (ROBERTS, 1971). Corroborando o resultado do presente
experimento, Wang et al. (2007) observaram em vacas ciclicas que a area endometrial foi
maior durante o proestro e estro em relagcdo a fase luteal, e atribuiram tal resultado ao
edema causado pelo E2 e a reducdo do edema causado pela P4 subsequentemente
(JOHNSON, 1965; MURRAY, 1992). Por outro lado, no estudo de Wang et al. (2007), o
perimetro dos ductos glandulares néo foi influenciado pelo estagio do ciclo estral e a area
endometrial e o perimetro dos ductos glandulares no oitavo dia do ciclo estral foram
negativamente correlacionados a concentragdo plasmatica de P4, resultados que
contrariaram 0s do presente experimento.

Os efeitos de dia, independente de tratamento, nas variaveis histomorfométricas
observados no presente experimento indicam que, quando vacas sdo pré-expostas a P4, o
E2 pré-ovulatdrio pode causar alteracbes em algumas regides endometriais mesmo que em
baixas concentrac@es circulantes, ou mesmo que o desenvolvimento tecidual nessas regifes
ndo seja influenciado pelo E2. E possivel, portanto, que a P4 possa exercer alguns efeitos
diretos no tecido endometrial, independente do E2. Em trabalhos com ovelhas
ovariectomizadas, a suplementacdo apenas com P4 exdgena resultou em aumento da

producdo de fatores angiogénicos pelo endomeétrio (JOHNSON et al., 1997a) e em maior
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proliferacdo do epitélio luminal intercaruncular (OKULICZ et al., 1993). Shaham-
Albalancy et al. (1997) suplementaram ou ndo vacas com P4 exdgena durante um ciclo
estral e verificaram que, apesar de as concentracbes pré-ovulatdrias de E2 terem sido
semelhantes, o desenvolvimento das glandulas endometriais e da vascularizagdo no
estroma subepitelial no ciclo estral subseqiiente foi mais rapido nos animais
suplementados. Corroborando essa hipétese, no Experimento 2, observou-se que a altura
das células epiteliais glandulares profundas, a area endometrial percentual e o perimetro
das glandulas epiteliais profundas no Dia 0 foram maiores nas vacas do tratamento CIDR,
mesmo tendo concentragdes circulantes de E2 baixas e semelhantes as das vacas do

tratamento CONTROLE.

4. Conclusodes

De acordo com os resultados do presente experimento, conclui-se que, em vacas em
anestro pré-tratadas com P4:

- a reducdo no diametro folicular no proestro diminuiu proliferacdes teciduais no
endomeétrio, potencialmente limitando sua capacidade secretdria no inicio da fase luteal;

- a reducdo no diametro do foliculo ovulatério aumentou a expressdo génica de
OTR no quinto dia p6s-ovulacao;

- a reducdo no diametro folicular no proestro aumentou a expressao protéica de ER
e reduziu a expressdo de PR em algumas regides endometriais, potencialmente aumentando

a capacidade de secrecdo de PGF2a no inicio da fase luteal.
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CAPITULO5

DISCUSSAO GERAL, CONCLUSOES E IMPLICACOES

1. Discussao geral
1.1. Aspectos moleculares relacionados a lutedlise

No presente conjunto de estudos, observou-se que: 1) a fase de desenvolvimento
folicular durante o anestro nédo influenciou as expressdes génicas ER, PR, OTR, COX-1 e
COX-2 e as Unicas alteracdes observadas na expressao protéica de ER e PR foram restritas
as glandulas endometriais profundas e ao estroma subepitelial apds remocdo de bezerros
(Experimento 1); 2) o tratamento de vacas em anestro com P4 exdgena inibiu a expressao
génica OTR e as expressdes génica e protéica de ER, 0s quais permaneceram em niveis
inferiores até o Dia 5, além de estimular a expressdo protéica de PR em determinadas
regides do endométrio, principalmente até o Dia 0 (Experimento 2); 3) o diametro
folicular, em vacas em anestro pré-tratadas com P4, influenciou negativamente a expressao
génica de OTR no Dia 5 e a expressao protéica de ER no estroma subepitelial profundo, e
positivamente a expressdo protéica de PR em diversas regifes endometriais (Experimento
3). Através da comparacdo dos resultados obtidos com os diferentes tratamentos, esse
conjunto de estudos pode auxiliar na compreensdo de alguns eventos relacionados a
ocorréncia e prevencao da lutedlise prematura.

No presente estudo, a intensidade de coloracdo dos nucleos positivos para ER e PR
fornecida pelo software ImageJ foi utilizada como forma de estimar a concentracdo

protéica (BRIDGES, 2007), pois essa metodologia é menos subjetiva que o0s sistemas
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tradicionais de escore visual de coloragdo e, portanto, mais precisa. Para cada receptor
avaliado, a porcentagem de nucleos positivos e a intensidade de colora¢do dos ndcleos
positivos apresentaram correlacdo positiva ou nula na maioria das andlises referentes a
celulas epiteliais, sendo que as Unicas observagdes de correlacdo negativa ocorreram no
estroma subepitelial: no Experimento 3, apenas no Dia 5, houve correlagdo negativa entre
porcentagem de nucleos positivos e intensidade de coloragdo dos nucleos positivos para
ER no estroma subepitelial superficial e nos Experimentos 2 e 3, independente de dia,
houve correlacdo negativa entre porcentagem de nucleos positivos e intensidade de
coloracdo dos nucleos positivos para PR no estroma subepitelial profundo. O fato de que
na maioria das anélises foram observadas correlagdo positiva ou nula torna os resultados
mais confidveis e de melhor compreensdo, pois uma correlagdo negativa causa
confundimento no tocante a qual varidvel (porcentagem de nucleos positivos ou
intensidade de coloracéo dos nucleos positivos) seria mais importante ou impactante, o que
ainda é desconhecido.

No Experimento 1, ndo houve efeito da fase de desenvolvimento folicular nas
expressbes génicas da ER, PR, OTR, COX-1 e COX-2. Além disso, a fase de
desenvolvimento folicular influenciou poucas variaveis relacionadas a lutedlise. De forma
geral, ha consenso na literatura de que ocorre estimulo a expresséo de ER e OTR durante o
proestro e estro (MEYER et al., 1988; BOOS et al., 1996; ROBINSON et al., 2001),
possivelmente em resposta as concentracdes circulantes de E2. Assim, é provavel que, na
vaca em anestro, as concentracfes circulantes de E2 sejam insuficientes para causar

alteracdes significativas no endométrio, ou ainda que a pré-exposicao a P4 seja necessaria
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para que o E2 exerca seus efeitos classicos mais relevantes sobre o endométrio, uma vez
que em vacas e ovelhas ovariectomizadas, o tratamento com E2 elevou a resposta
endometrial a inje¢des de OT apenas quando houve pré-exposi¢do a P4 (HOMANICS &
SILVIA, 1988; MANN et al., 2001; LAU et al., 1993; KAMINSKI et al., 1997; WALKER
etal., 1997).

Em ovinos, explantes de células endometriais cultivadas em meio livre de
esteroides apresentaram elevacdo significativa e espontanea das expressdes génica e
protéica de OTR, mesmo quando a expressdo de OTR in vivo encontrava-se em niveis
muito baixos no momento da colheita (SHELDRICK et al., 1993; LEUNG & WATHES,
1999; LEUNG & WATHES, 2000). Em novilhas pré-puberes, a expressao uterina de OTR
é maior em relagdo ao observado em novilhas ciclicas durante a fase luteal e equivalente
aos niveis observados durante o estro (FUCHS et al., 1998). Esses dados, portanto,
indicam que a P4 exerce fungdo constantemente reguladora inibitoria sobre ER e OTR, de
forma que a sua auséncia pode permitir que eles se expressem intensamente. Avaliando os
dados dos Experimentos 1, 2 e 3 relativos a expressao génica de ER e OTR, e a expressao
protéica de ER verifica-se que, de maneira geral, as mesmas encontram-se elevadas nas
vacas durante 0 anestro e que o tratamento com P4 reduziu essas expressdes ndo somente
nos Dias -2 e 0, mas também no Dia 5. Os presentes estudos ndo apresentaram tratamentos
com vacas ciclicas, porém seus resultados indicam que provavelmente essas expressoes sao
menores na vaca ciclica durante a fase luteal em relacdo as vacas em anestro, devido ao
efeito de P4 enddgena. De fato, Robinson et al. (2001) encontraram reducdo nas expressoes

de ER e OTR em vacas ciclicas no decorrer da fase luteal, sendo que os OTR
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apresentaram-se em niveis indetectaveis a partir da metade do ciclo estral, e Horn et al.
(1997) observaram que a expressdo génica endometrial de OTR em bovinos no momento
do estro é maior que no sétimo dia do ciclo estral.

No Experimento 2, apesar da auséncia de efeito de tratamento na expressao génica
de PR, o tratamento com P4 elevou a expressdo protéica de PR em algumas regifes
endometriais, concordando com um estudo prévio (ZOLLERS et al., 1993), no qual vacas
intactas em anestro pré-tratados com norgestomet e induzidos a ovular (Dia 0)
apresentaram menor concentracdo de OTR e maior concentragdo de PR no endométrio no
Dia 5 em relacdo aos que foram induzidos a ovular sem tratamento com progestagenos. Em
animais ciclicos, o E2 pré-ovulatorio estimula a expressdo da PR no Gtero no inicio da fase
luteal (OTTOBRE et al., 1984) e, portanto, é provavel que a pré-exposicdo a P4 seja
essencial para que o E2 possa exercer essa acao potencialmente desfavoravel a lute6lise
prematura. Além dos efeitos sobre PR e OTR, o tratamento com CIDR reduziu ndo s6 a
expressao génica de ER nos Dias -2, 0 e 5, mas também influenciou negativamente a
expressao protéica de ER em algumas regides endometriais. Em células tumorais de mama
humana, a P4 reduziu as expressdes génica e protéica de ER, provavelmente devido a uma
inibicdo na transcricdo do gene de ER, uma vez que o efeito se deu rapidamente e sem
reducdo na meia-vida do mRNA de ER (READ et al., 1989; ALEXANDER et al., 1990).

No Experimento 3, a auséncia de efeito de dia nas expressdes génicas de ER e PR
discorda do que foi verificado em vacas ciclicas por Robinson et al. (2001), nas quais a
expressao génica de ambos receptores apresentou-se elevada nos periodos de proestro e

estro, decrescendo em seguida. No entanto, a expressdo génica de OTR nas vacas do
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tratamento FG foi maior no Dia 0 e menor no Dia 5 em relag8o as vacas do tratamento FP.
Em fémeas ruminantes ciclicas, a concentracdo endometrial de OTR diminui
progressivamente ao longo da fase luteinica e aumenta nos momentos prévios a lutedlise
(MIRANDO et al., 1993; STEVENSON et al., 1994). Estudos em ovelhas demonstraram
que apenas a queda na concentracdo circulante de P4 foi suficiente para iniciar a expressao
de OTR, mas a administracdo de E2 no momento da retirada da P4 maximizou o estimulo &
expressdo génica de OTR (LEAVITT et al., 1985; VALLET et al., 1990; ZHANG et al.,
1992), pois 0 E2 acelera a expressdo génica de OTR (LEUNG & WATHES, 1999) e
possivelmente ativa OTR pré-existentes (HIXON & FLINT, 1987; PARKINSON et al.,
1990).

A elevacdo da expressédo endometrial de OTR no proestro/estro termina dentro de 2
a 3 dias apds o estro, e 0s OTR s&o inibidos, voltando aos niveis basais (MEYER et al.,
1988; FUCHS et al., 1990; HORN et al., 1998). Em ruminantes ciclicos, elevadas
concentracdes pré-ovulatérias de E2 resultaram em inibicdo da expressdo de OTR no
endométrio e auséncia de secrecdo de PGF2o em resposta ao desafio com OT durante os
primeiros dias da fase luteal (Lamming & Mann, 1995a,b). Em um estudo com vacas
ovariectomizadas, Mann & Lamming (2000) verificaram que, também na auséncia de pre-
exposicdo a P4, o E2 inibiu a expressdo de OTR de forma dose dependente. Vallet et al.
(1990), em estudo com ovelhas ovariectomizadas, verificaram que o E2 apresenta efeitos
contraditérios sobre a expressao da OTR no endométrio, variando de acordo com o tempo,
de forma que inicialmente (1 a 2 dias) o efeito é estimulatorio e posteriormente (5 dias)

inibitoério.
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E possivel que o efeito inibitério do E2 na expressdo de OTR no endométrio seja
em decorréncia de alteragfes na expressdo de ER, uma vez que Cherry et al. (1991)
observaram que a concentragdo de ER foi reduzida apds o estro, antes que as
concentragdes circulantes de P4 se elevassem. Apesar de no Experimento 3 ndo terem sido
observados efeitos de tratamento e dia nas expressdes génicas de ER e PR, a expressdo
protéica desses receptores foi alterada em algumas regides endometriais, sendo a expressao
de ER geralmente maior nas vacas do tratamento FP e a expresséo de PR geralmente maior
nas vacas do tratamento FG. Os efeitos de tratamento sobre PR ocorreram em mais regides
do que sobre os ER, 0 que pode ser devido ao fato de que o E2 pré-ovulatério estimula a
expressao da PR no Gtero no inicio da fase luteal (OTTOBRE et al., 1984), como discutido
anteriormente. E provavel, portanto, que a lutedlise prematura observada quando vacas em
anestro pré-expostas a P4 ou ciclicas ovulam foliculos de pequeno didmetro
(VASCONCELOS et al., 2001; TAPONEN et al., 2003; PETERS & PURSLEY, 2003)
seja decorrente de elevada expressdo de OTR associada a expressao insuficiente de PR nos
primeiros dias pds-ovulacdo. Entretanto, o delineamento do Experimento 3 ndo permite
concluir se os efeitos de tratamento observados nas variaveis no Dia 5 foram devidos
diferencas nas concentracdes pré-ovulatérias de E2 ou a diferencas nas concentracdes
circulantes de P4 ap6s a ovulacéo.

Em relacdo as enzimas COX-1 e COX-2, os resultados de expressdo génica dos
Experimentos 1, 2 e 3 indicam que essas enzimas ndo sdo as principais responsaveis pelo

desencadeamento da lutedlise prematura.
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1.2. Histomorfometria uterina

No presente conjunto de estudos, observou-se que: 1) a histomorfometria uterina
ndo se alterou durante o desenvolvimento folicular em vacas em anestro, nem mesmo
quando as mesmas foram submetidas & remocdo de bezerros (Experimento 1); 2) o
tratamento com P4 em vacas em anestro provocou alteragfes histoldgicas, geralmente
hipertroficas ou hiperplasicas, na maioria dos tipos celulares e estruturas endometriais
(Experimento 2); 3) quando vacas em anestro foram pré-tratadas com P4 e induzidas a
ovular, o diametro do foliculo ovulatério influenciou positivamente apenas a altura das
células epiteliais glandulares profundas, a quantidade de ductos glandulares por unidade de
area endometrial e a area glandular percentual, de forma que a maioria das alteracdes
morfoldgicas observadas foram influenciadas pelo estagio fisiolégico da vaca (dia;
Experimento 3).

Métodos desenvolvidos recentemente para avaliagdo morfométrica de tecidos tém
permitido avaliar quantitativamente alteracdes fisioldgicas ciclicas no Gtero de ruminantes
(DHALIWAL et al., 2002). Estudos avaliando a histomorfologia uterina em ruminantes
tém utilizado como modelo experimental fémeas ciclicas em diferentes fases do ciclo estral
(WANG et al., 2007), fémeas em inicio de gestacdo (GUILLOMOT & GUAY, 1982) ou
fémeas ovariectomizadas e suplementadas com E2 e P4 exdgenos (MURRAY, 1992;
JOHNSON et al., 1997a). De forma geral, alteragdes morfolégicas na espessura e nas
glandulas endometriais sdo resultantes de efeitos diretos e interacdes entre esterdides
ovarianos, fatores de crescimento e componentes locais presentes na matriz extracelular

(GRAY et al., 2001; WANG et al., 2007). Entretanto, o presente conjunto de experimentos
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é o primeiro de nosso conhecimento que avaliou parametros histomorfométricos uterinos
em vacas Bos indicus em anestro e submetidas a tratamentos para alterar as concentragoes
circulantes de P4 e E2.

No Experimento 1, ndo se observou nenhum efeito da fase de desenvolvimento
folicular nas varidveis morfométricas avaliadas. Em ovelhas ciclicas, concentracdes
elevadas de E2 pré-ovulatorio causaram aumento no peso uterino, na proporgao
RNA:DNA e na proporcao proteina:DNA (JOHNSON et al., 1997a,b). Sdo escassos, no
entanto, trabalhos avaliando os efeitos do E2 na morfologia uterina de ruminantes em
anestro. Em um estudo prévio (MURRAY, 1992), ovelhas ovariectomizadas e tratadas
com implante que forneceu 5 a 10 pg/mL de E2 circulante apresentaram hipertrofia do
epitélio uterino no segundo dia do tratamento. Além disso, ratos modificados
geneticamente para ndo expressarem PR apresentaram hipertrofia do epitélio uterino, como
resultado de uma maior expressdo de ER decorrente da auséncia de inibicdo da P4
(LYDON et al., 1995). Pelo fato de a expressdo de ER ter sido elevada em todas as regides
endometriais para todos os tratamentos, a similaridade entre os tratamentos nos resultados
de histomorfometria indica que durante a condi¢cdo de anestro as concentracfes enddgenas
de E2 podem ndo ser suficientes para causar alteracdes morfoldgicas no Utero.

Concordando com a possibilidade de que a pré-exposicdo a P4 potencializa o efeito
do E2 na proliferacdo tecidual endometrial, no Experimento 2 observou-se que 0
tratamento com CIDR® aumentou a altura das células epiteliais luminais, a area glandular
relativa as areas endometrial e uterina total e, nos Dias -2 e 0 do experimento, a altura das

células epiteliais glandulares profundas, a area endometrial percentual e o perimetro das
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glandulas endometriais profundas. Em estudo prévio (JOHNSON et al., 1997a), ovelhas
ovariectomizadas tratadas com P4 e E2 apresentaram células maiores e com maiores
propor¢cdes RNA:DNA e proteina:DNA em relacdo a ovelhas tratadas apenas com E2. De
forma semelhante, em ovelhas ciclicas, as concentra¢cdes circulantes de P4 e E2
promoveram hipertrofia celular, elevando o peso uterino (JOHNSON et al., 1997b). Esses
dados em conjunto levaram os autores a sugerir que, em ovelhas, a P4 eleva a sensibilidade
dos tecidos uterinos ao E2.

Apesar da possibilidade de que algumas regifes endometriais se desenvolvem
normalmente mesmo sem pré-exposicdo & P4, os resultados do Experimento 2
evidenciaram que a suplementacdo com P4 em vacas em anestro promoveu alteragdes
proliferativas potencialmente importantes para que o endométrio tenha capacidade
secretoria adequada a manutengdo da gestacdo. Os diversos e complexos mecanismos de
acdo da P4 ainda ndo sdo compreendidos, entretanto é bastante evidente que a P4 pode
estimular ou inibir a proliferacdo celular no Utero dependendo do tipo celular ou contexto
fisiolégico (GRAHAM & CLARKE, 1997). Os efeitos da P4 nas funcdes celulares
incluem estimulo a glicogénese (DEMERS et al.,, 1977; SHAPIRO et al., 1980),
metabolismo ciclico de nucleotideos (SAVOURET et al., 1990), sintese e eliminacdo de
proteinas (SAVOURET et al., 1990) e regulacdo do ciclo celular (CLARKE &
SUTHERLAND, 1990). Essas observacOes, adicionadas aos resultados dos Experimentos
1 e 2, indicam que a pré-exposicdo a P4 é essencial a concepgdo ndo s6 porque previne a
lutedlise prematura, mas também porque pode auxiliar na preparacdo do Utero para a

gestacdo. Isso implica que estratégias alternativas a P4 podem resultar em baixas taxas de
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concepgdo, mesmo sendo eficazes em prevenir a lutedlise prematura, se ndo promoverem
as alteragdes adequadas no endomeétrio.

De forma geral, na maior parte das variaveis histomorfométricas avaliadas nos
Experimentos 2 e 3, houve proliferacdo tecidual progressiva do inicio do proestro (Dia -2)
até a fase luteal inicial (Dia 5), concordando com Wang et al. (2007). Trabalhos com
ovelhas realizados por Moore (1985) e Wilmut et al. (1986) mostraram que trés estagios de
exposicdo esteroidal sdo necessarios para o desenvolvimento de um ambiente uterino
favoravel a concepc¢do, sendo uma fase de exposicdo & P4 imediatamente antes do estro,
seguindo-se uma fase de concentragcbes crescentes de E2 no estro e, finalmente, a
manutencéo de concentragdes de P4 suficientes no ciclo estral subsequente. Essa sequéncia
determina diversos eventos reprodutivos e comportamentais, entre eles a dindmica de
proliferagéo celular e secrecdo endometrial (GRAY et al., 2001).

No Experimento 3, os tratamentos simularam a seqiiéncia esteroidal fisioldgica
hipotetizada nos trabalhos de Moore (1985) e Wilmut et al. (1986) alterando-se, no
entanto, as concentracdes circulantes de E2 pré-ovulatério e de P4 na fase luteal
subseqgiiente a ovulacdo. Através desse delineamento, observou-se que as vacas do
tratamento FG, independente de dia, apresentaram maior altura das células epiteliais
glandulares profundas e densidade de ductos glandulares, resultando, portanto, em maior
area glandular em relacdo as areas endometrial e uterina. Além disso, o perimetro das
glandulas endometriais profundas no Dia 5 foi maior nas vacas do tratamento FG em
relacdo as vacas do tratamento FP. Esses resultados estdo de acordo com as descri¢bes

classicas da literatura sobre os efeitos dos esterdides no desenvolvimento das glandulas



154

endometriais, segundo as quais as glandulas endometriais crescem em quantidade e
comprimento e suas células aumentam em altura sob influéncia do E2, enquanto as
glandulas se tornam mais tortuosas, ramificadas e secretivas, e edema na regido do estroma
é reduzido sob influéncia da P4 (JOHNSON, 1965; MURRAY, 1992). Além das
concentragfes circulantes de esterdides nos Dias 0 e 5, diferencas na distribuicdo e
concentracdo dos receptores endometriais de esterdides podem ter contribuido para a maior
proliferacdo tecidual endometrial nas vacas do tratamento FG, ja que nesse grupo, de
forma geral, houve maior expressdo de PR e menor de ER em relacdo as vacas do

tratamento FP.

2. Conclusoes e implicacdes

Considerando os resultados dos Experimentos 1, 2 e 3, conclui-se que: 1) em vacas
em anestro, o desenvolvimento folicular de 7,0 mm até 10,0 mm aumentou apenas a
porcentagem de nucleos positivos para ER no estroma subepitelial profundo, ndo alterando
a histomorfometria uterina, a expressdo de genes relacionados a lutedlise e a expressao de
PR. Apds RB por 48 horas, houve elevagdo apenas da expressdo dos ER e PR apenas em
algumas regides especificas do endométrio, como epitélio glandular e estroma subepitelial;
2) o tratamento com P4 em vacas em anestro causou alteracdes temporais e locais no
endométrio que podem favorecer o desenvolvimento embrionario, como proliferacdo do
tecido glandular, e desfavorecer a secrecdo de PGF2a, reduzindo o risco potencial de
lutedlise prematura; 3) a diminuicdo no didmetro do foliculo ovulatério em vacas em

anestro pré-tratadas com P4 causou alteracfes temporais e locais no endométrio que podem
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desfavorecer o desenvolvimento embrionario, como menor proliferagdo do tecido
glandular, e favorecer a secrecdo de PGF2a, aumentando o risco potencial de lutedlise
prematura.

Com base nos presentes estudos, é possivel idealizar alguns cenéarios fisiologicos
relacionados a ocorréncia e prevencdo da lutedlise prematura. De acordo com o0s
resultados, 0s ER e OTR no endométrio estdo expressos em niveis elevados durante o
periodo do anestro, provavelmente devido as baixas concentracdes circulantes de
esteroides, principalmente P4 (Figura 27 — Painel A). Apo6s a ovulacdo espontanea ou
induzida sem pré-exposicdo a P4, a expressdo desses receptores continua elevada nos
primeiros dias pés-ovulacdo. A baixa concentracdo de E2 pré-ovulatério geralmente
observada em vacas em anestro ovulando espontaneamente ou por inducdo sem pré-
exposicdo a P4 pode contribuir para que a expressdo dos receptores continue alta apds a
ovulacdo, entretanto esse evento ndo é essencial para que a lutedlise prematura ocorra, uma
vez que em estudos prévios o tratamento apenas com E2 previamente a inducdo da
ovulacdo ndo foi capaz de reduzir a incidéncia de lute6lise prematura em vacas (SA
FILHO et al., 2009a) e ovelhas (MANN & HARESIGN, 2001). A elevacdo nas
concentracdes circulantes de P4 durante os primeiros dias do ciclo estral provavelmente
aumenta a expressdo da enzima COX-2 nas células endometriais. Neste momento, as
células endometriais contém ER e OTR expressos em elevadas concentragdes e, portanto,
sdo capazes de responder ao E2 produzido pelo foliculo da primeira onda folicular pos-
ovulacdo e a OT enddgena, sintetizando e secretando PGF2a. Dessa forma, assim que o CL

adquire capacidade luteolitica ja ha concentracdes circulantes de PGF2a suficientes
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regredi-lo (Figura 27 — Painel B).

Quando vacas sdo pré-expostas a P4, a expressdo dos ER e OTR no endométrio é
reduzida, e essa menor expressdo permanece durante os primeiros dias pos-ovulagéo,
reduzindo a capacidade do endométrio em responder aos estimulos luteoliticos do E2 e da
OT. Além disso, o pré-tratamento com P4 promove elevacdo na expressdao de PR em
determinadas regifes do endométrio, que potencialmente maximiza os efeitos da P4 em
bloquear eventos favoraveis a lutedlise. Alguns efeitos da P4 preventivos a lutedlise no
inicio da fase luteal, como reducdo na expressdo génica da OTR, reducdo da expressao
protéica de ER e elevacdo da expressdo protéica de PR em algumas regides endometriais,
podem ser maximizados através da ovulacdo de foliculos de tamanho adequado (Figura 27
— Painel C). Provavelmente por esse motivo, a incidéncia de lutedlise prematura em vacas
ciclicas aumenta quando as mesmas ovulam foliculos de pequeno tamanho (Figura 27 -
Painel D). Entretanto, ndo foi possivel determinar através desta série de estudos se esse
efeito positivo do tamanho folicular € devido as maiores concentracdes circulantes de E2
pré-ovulatdrio, de P4 no inicio da fase luteal, ou ambos. S&o necessarios, portanto, estudos
futuros para melhor compreensédo desse fenémeno.

Os efeitos observados dos tratamentos na histomorfometria uterina indicam que
pré-exposicdo a P4 e didmetro folicular durante o proestro sdo fatores importantes a
preparacdo uterina para a gestacdo. Assim, estratégias de inducdo de ciclicidade devem
prover pré-exposicdo a P4 e ovulacdo de foliculos de tamanho adequado visando nao
apenas prevenir a lutedlise prematura, mas também proporcionar as alteracfes necessarias

para que o endomeétrio esteja adequado a manuten¢do da gestacao.
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Figura 27: Diagrama esquematico dos provaveis mecanismos enddcrinos e moleculares endometriais
que causam e previnem a lutedlise prematura em bovinos, baseado nos resultados da presente tese (ver
texto). AA: &cido aracdoénico; CL: corpo luteo; ER: receptor endometrial de estradiol; E2: estradiol;
OTR: receptor endometrial de ocitocina; PR: receptor endometrial de progesterona; PGF2a,

prostaglandina F2a: PGF sintase: prostaglandina F sintase;

PGH2: prostaglandina H2; P4:

progesterona; --»: “leva a”, “induz”; 1: efeito estimulatorio; +: efeito inibitorio. Painel A: durante o
anestro pos-parto; Painel B: ap6s a primeira ovulacdo pos-parto sem pré-exposicédo a P4; Painel C: no
inicio de um ciclo estral precedido por exposicdo a P4, porém com ovulacdo de foliculo de pequeno
didmetro; Painel D: no inicio de um ciclo estral precedido por exposicdo a P4 e com ovulacdo de

foliculo de diametro adequado.
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