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RESUMO
MARQUES FILHO, W. C. Efeito da administracdo de Deslorelina por 70

dias na forma de implante na dindmica folicular, perfil endécrino e
expressdo de receptores endometriais de estr6geno, progesterona e
ocitocina de vacas Nelore (Bos taurus indicus). Botucatu, 2011, 124P.
(Tese de Doutorado em Medicina Veterinaria, Area: Reprodugdo Animal) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista
— UNESP, Botucatu.

O objetivo deste foi avaliar os efeitos da utilizacdo de implantes
subcutaneos de Deslorelina (agonista de GnRH-Suprelorin®) por 70 dias sob a
dindmica folicular, secrecéo de FSH, LH e P, e, a expressado génica e proteica
dos receptores endometriais de estrogeno a e B (EaR e EBR), de progesterona
isoformas A e B (PABR e PBR) e de ocitocina (OTR) em vacas Nelore (Bos
taurus indicus). Foi sincronizada a ovulagao de 15 vacas Nelore com escore de
condicdo corporal (ECC) = 3 e, no DO foram aleatoriamente selecionados 7
animais para serem submetidos a implantacdo subcutanea de Deslorelina por
70 dias. O exame ultra-sonografico foi realizado para caracterizacdo da
dindmica folicular e os foliculos foram classicados em classes: | (< 0,4 cm), Il
(0,4-0,6cm) e Ill (> 0,6cm). Amostras de sangue foram coletadas para
mensuracao das concentracdes plasmaticas de FSH, LH e P,4. A pulsatilidade e
os picos de LH foram determinados a partir de amostras sanguineas coletadas
a cada 15 minutos por 6 horas em 4 vacas escolhidas aleatoriamente nos D20
e D62. A mensuracéo da expressao proteica dos EaR, EGR, PABR e PBR no
epitélio glandular e estroma uterino foram mensurados por meio da técnica da
imunoistoquimica e, a expressdo génica dos EaR, EBR, PABR e OTR foi
avaliada com auxilio da técnica de gRT-PCR, ambas a partir de fragmentos

coletados por meio de bidpsias uterinas nos dias 0, 4, 20 e 27. Os resultados



XVviii

foram analisados por meio do teste ndo paramétrico de Friedman e Exato de
Fisher. A relacédo dos resultados entre a dinamica folicular e expressoes génica
e proteica foi analisada pela correlacdo de Pearson, todos com nivel de
significancia de 0,05. Durante os 70 dias de implantacdo da Deslorelina
nenhum animal ovulou, indicando que o pico pré-ovulatério de LH foi abolido. O
namero maximo de foliculos recrutados foi de 13,7 (+ 3,86). Os foliculos de
classe Il ndo foram observados na maioria dos animais a partir do D48. A
concentragdo plasmética da P, se manteve em nivel basal (0,4 ng/mL) durante
todo o periodo de implantacdo. A secrecdo de FSH e LH néo foi abolida ao
longo do estudo. A frequéncia de pulsos de LH observada no D20 e D62 foi,
respectivamente 1 (x 0)/6 h e 1,25 (x 0,5)/6h. As concentracbes plasmaticas
méaximas durante os pulsos foram de 1,72 (£ 0,24) e 1,24 (+ 0,31) ng/mL,
respectivamente. De forma geral, foi observado alto percentual de nucleos
positivos dos ER e PR ao longo do estudo, bem como a alta concentracdo de
RNAmM de ER, PR e OTR. Sendo assim, se infere que o tratamento por 70 dias
com implantes subcutaneos de Deslorelina suprime o recrutamento e a selecéo
folicular, inibe a ovulacdo, reduz a pulsatilidade de LH, inibe o pico pré-
ovulatério de LH e, mantém elevada a expressao dos receptores endometriais
de estrégeno, progesterona e ocitocina em vacas Nelore (Bos taurus indicus).

Palavras-chaves: Nelore, Deslorelina, dinamica folicular, horménios, receptor

endometrial.
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ABSTRACT
MARQUES FILHO, W. C. Effect of administration of Deslorelin for 70 days

in the form of implant in follicular dynamic, endocrine regulation, and
expression of estrogen, progesterone and oxytocin endometrial receptors
in Nelore (Bos taurus indicus) cows. Botucatu, 2011, 124P. (Tese de
Doutorado em Medicina Veterinaria, Area: Reproducéo Animal) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista — UNESP,
Botucatu.

The objective this study isto evaluate the effects of subcutaneous
implant Deslorelin (GnRHa-Suprelorin®) by 70 days on
the endocrine dynamic, the follicular development and, gene and protein
expression of endometrial receptors of estrogen aandB (EaR and
EBR), progesterone isoforms A and B (PABR and PBR), and oxytocin (OTR)
of Nelore (Bos taurus indicus) cows . Ovulation of 15 Nelore
cows with BCS = 3 was synchronized following of implantation of Deslorelin in
7 animals for 70 days. During this period, the ovaries were
scanned by ultrasonography to characterize the follicular dynamics, where the
follicles were divided inclass: | (< 0.4 cm), 11 (0.4-0.6 cm) and IIl (> 0.6 cm).
Blood samples were collected before of each ultrasonographic exam for
later measurement of plasma FSH, LH and P,4. The assessment of LH pulsatile
secretion was measured on blood samples collected every 15 minutes for six
hours through the jugular catheterization in fourrandomly chosen cows on D20
and D62. The protein expression of EaR and EBR, PABR and PBR of
endometrial glandular epithelial and stromal was measured using the technique
of immunohistochemistry and the quantification of gene expression of EaR,
EBR, PABR and OTR by gRT-PCR technique from fragments collected through
endometrials biopsies on days 0, 4, 20 and 27. Others two samples of
endometrium were used for. The comparison between the moments of the
measures was performed using the nonparametrics tests of the Friedman and
Fisher's Exact. The relationship between the results of follicular dynamics, gene
and protein expression was performed by Pearson correlation, all with a
significance level of 0.05. During the 70 days of implantation of Deslorelin

neither animal ovulated, indicating that the preovulatory peak of LH was
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abolished. The maximum number of follicles (13.7 = 3.86). The class Il follicles
were present in most animals until the D48. Plasma concentration of P4
remained at basal levels (0.4 ng/mL) throughout the period. The serum level of
FSH and LH did not differ and was not abolished throught the study. The
frequency of LH pulses observed in D20 and D62 were 1 (x 0)/6 h and 1.25
(x 0.5)/6h, and the peak plasma concentrations during the pulses were 1.72
(£ 0.24) and 1.24 (= 0.31) ng/mL,respectively. In general, was observed a high
percentage of positive nuclei of ER and Pr throught the study, as well as the
high concentration of mMRNA of ER, PR and OTR. Therefore, conclude that the
treatment with Deslorelin implants for 70 days suppresses follicular recruitment
and selection, inhibits ovulation, reduces the pulsatility and LH surge, inhibits
preovulatory peak of LH and remains high the expression of endometrial
receptors of estrogen, progesterone and oxytocin in Nelore (Bos Taurus
indicus) cows.

Keywords: Nelore, Deslorelin, follicular dynamic, hormones, endometrial

receptor.
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1. INTRODUCAO

Durante os ultimos anos, o Brasil € o pais que mais transferiu embrides
produzidos in vitro do mundo e é o segundo que mais produziu embrides in
vivo. Além disso, é o segundo maior produtor de carne e 0 sexto maior produtor
de leite (IETS, 2006; IBGE, 2008).

Em 2007, o rebanho era constituido por aproximadamente 199,7 milhdes
de cabecas, destas 80% de origem Zebuina, com alto poder de tolerancia ao
clima tropical (adaptabilidade e rusticidade) e criadas de forma extensiva nas
regides Centro-oeste e Norte (IBGE, 2008).

Apesar disso, o rebanho brasileiro caracteriza-se por indices produtivos
médios comprometedores em termos de produtividade e sustentabilidade
econdbmica da atividade, que possuem grande variagdo de acordo com o0s
autores, o que pode estar associado aos fatores como: a extenséo territorial do
Brasil, as diferencas de manejo e nutricdo nas propriedades, época do ano e
variagdo genética dos animais. A taxa de natalidade é de 65%, a taxa de
mortalidade de bezerros é de 8%, a idade ao primeiro parto € de 36 meses, 0
intervalo entre partos é de 18 meses e 0 periodo de servico de 9 meses
(ANUALPEC, 2004).

As particularidades fisiolégicas que acometem estes animais durante a
fase do anestro pOs-parto, as caracteristicas e os fatores que determinam a
duracéo do anestro e do primeiro ciclo estral apos o periodo de anestro (ciclo
curto) ainda n&o foram totalmente elucidados.

Sabe-se que, independentemente da fase da vida do animal, a
regulacdo entre os varios sistemas do organismo ocorre pela regulacdo de
forma rapida e direta do sistema nervoso por meio dos prolongamentos
nervosos dispostos pelo corpo e, de forma indireta e lenta, pelo sistema
enddcrino que regula a homeostase e as diversas fungbes especificas, tais
como o desenvolvimento folicular ovariano, o comportamento sexual, a
gestacéo, o parto e a lactagcdo (HAFEZ & HAFEZ, 2000; RANDALL et al., 2000;
SWENSON & REECE, 2006; CUNNIGHAM, 2008).

A funcéo reprodutiva durante o ciclo estral € modulada pelo padrdo de
secrecdo e concentracao seérica dos hormonios da reproducdo por meio dos

processos de retroalimentacdo, bem como pela expressdo génica e proteica



dos receptores hormonais do aparelho reprodutivo e tecidos conexos (RAW et
al., 1995; RAZANDI et al., 1999; MOWA & IWANGA, 2000a, b; MANN et al.,
2001; BERISHA et al., 2002).

As pesquisas que visam elucidar a fisiologia geral, a forma de regulacéo
sobre a fungéo reprodutiva e as reagfes do organismo em especificas fases da
vida reprodutiva dos bovinos vém sendo desenvolvidas com intuito de
incrementar o uso da biotécnicas da reproducdo, o que resultara na
maximizacdo da eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional, no avango na
producdo agropecuaria e aumento significativo do PIB agricola.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da utilizacéo
de implantes subcutaneos de Deslorelina (Agonista de GnRH - Suprelorin®) por
70 dias, sob a dinamica folicular, secrecdo da P, e LH e, expressao génica e
proteica dos receptores endometriais de estrégeno a e B (EaR e EPBR),
progesterona isoforma A e B (PAR e PBR) e ocitocina (ROT) de vacas Nelore

(Bos taurus indicus).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclo estral bovino

O ciclo estral em fémeas bovinas maduras sexualmente inicia-se apés a
puberdade sendo interrompido durante a gestacdo e as fases de anestro.
Trata-se do periodo compreendido entre dois episodios de estro ou cio, de
duracdo variavel que apresenta fases distintas caracterizadas por modificacfes
internas e externas no trato reprodutivo feminino, assim como no
comportamento dos animais (SENGER, 2003).

Os bovinos sdo animais poliéstricos anuais que apresentam um ciclo
estral com duracdo aproximada de 21 (17 a 24) dias e normalmente
apresentam 2 a 3 ondas de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989a;
BARROS et al., 1992; BARROS et al., 1993).

O ciclo estral bovino pode ser dividido em duas fases, baseada nas
concentragdes plasmaticas dos hormonios predominantes em cada uma delas.
A fase denominada folicular compreende o proestro e o estro, perdura trés a
quatro dias, tem inicio apos a secrecdo de PGF,, e a lutedlise, caracteriza-se

pelo desenvolvimento folicular e a predominancia de altas concentracfes



plasmaticas de estradiol, culminando com o pico pré-ovulatério de LH e,
consequentemente a ovulacdo, que marca o inicio da fase seguinte. A fase
luteal inclui o metaestro e o diestro, caracteriza-se pelo desenvolvimento do CL
e pela crescente ou maior concentragcdo de progesterona plasmatica, e dura
aproximadamente 18 a 19 dias (WILTBANK et al., 2002; SENGER, 2003).

2.2 Hormanios e receptores hormonais

O ciclo estral é regulado por mecanismos enddécrinos e neuroenddocrinos
envolvendo, principalmente os horménios hipotalamicos (horménio liberador de
gonadotrofinas — GnRH), hipofisarios (horménio luteinizante — LH e hormdnio
foliculo estimulante — FSH) e gonadais (E», P4 e inibina) (GINTHER, 2000;
HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 2003).

De maneira geral, esta regulacdo € efetuada pelas concentracGes
plasmaticas dos horménios protéicos e esterbdides ciculantes na corrente
sanguinea que atingem os diferentes 6rgaos alvos de diversas formas (RAW et
al., 1995; RAZANDI et al., 1999; MOWA & IWANGA, 2000a, b).

A maioria dos horménios comunica-se com as diversas células do
organismo via enddcrina, onde as glandulas secretam horménios diretamente
na corrente sanguinea com intuito de regular as células especificas (células-
alvo) (SENGER, 2003).

A regulacéo paracrina consiste na comunicacgao entre as células vizinhas
por meio dos produtos celulares, e a autécrina, caracteriza-se pela producao de
mensageiros quimicos secretados por células que atuardo sobre elas mesmas
ao se unirem a receptores especificos (HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER,
2003).

A regulacdo da secrecdo dos diversos horménios ocorre por meio de
retroalimentacdo ou feedback negativo, quando inibem a secrecao, e positivo,
ao estimularem a secrecdo hormonal. Sdo descritos outros mecanismos de
regulacdo, como por meio de reflexos neuroenddcrinos, evidenciado durante o
processo de liberacdo do leite quando o bezerro realiza estimulagdo mecanica
do teto, com consequente, liberacéo de ocitocina (OT) e prolactina. Ha ainda o
controle exoécrino, realizado por meio dos feroménios (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

Entretanto, para os hormonios realizarem suas fun¢des no organismo

nao bastas estarem presentes na corrente sanguinea em concentragﬁes



satisfatorias, € imprescindivel a sua ligagdo com receptores especificos de
membrana plasmatica e nuclear, que normalmente s&o proteinas ou
glicoproteinas (SENGER, 2003; SCHILLO, 2009).

Para os hormonios protéicos LH e FSH exercerem sua funcédo é
necessaria sua ligacdo com os receptores presentes na membrana plasmatica
para que penetrem nas células do tecido-alvo onde se ligam aos seus
receptores citoplasmaticos especificos (KUIPER et al., 1997; HAFEZ & HAFEZ,
2000; SENGER, 2003).

Ja os hormoénios esterdides penetram pela membrana citoplasmatica.
Certas células sédo capazes de concentrar e utilizar esteréides por intermédio
da sintese de receptores citoplasmaticos especificos. O complexo esterdide-
receptor citoplasmatico é transferido para o nucleo, onde se liga aos receptores
especificos na cromatina. Segue-se a sintese de RNA polimerase e a producéo
de RNA mensageiro. Assim, a capacidade de sintese de proteina por uma
célula ocorre apés 30 minutos da interagdo inicial entre o esterdide e o receptor
citoplasmatico (DUKES, 1996; HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 2003;
VALLEJO, 2005).

2.2.1 Hormonio liberador de gonadotrofina

O GnRH é um decapeptideo sintetizado por células neuroenddcrinas na
area pré-optica do hipotalamo, e apds ser liberado, sob a forma de pulsos,
atinge a adenohipofise através do sistema porta-hipotalamico-hipofiséario,
desencadeando a secre¢do do FSH e LH (CLARKE, 1988; FERRIS &
SHUPNIK, 2006; KRIEGSFELD & SILVER, 2006).

O GnRH liga-se aos receptores especificos de membrana que ativam as
proteinas G, que por sua vez ativam a enzima adenilciclase, responsavel em
transformar ATP em AMPc (2° mensageiro) no citoplasma. Este segundo
mensageiro ativa quinases proteicas, desencadeando a formacdo de novas
proteinas. As proprias concentragcbes do GnRH regulam a expressdo dos
receptores de GnRH (GnRHR) hipofisarios (SENGER, 2003; KRIEGSFELD,
2006; SCHILLO, 2009).

O FSH e o LH séo liberados de maneira pulsatil na circulagéo sistémica
e atuam nas gbnadas regulando a gametogénese e secrecado dos estrégenos
gonadais (STANISLAUS et al., 1998; FERRIS & SHUPNIK, 2006).



2.2.2 Gonadotrofinas

O FSH e o LH sao secretados pelas células da pituitaria anterior
(Adenohipdfise), de acordo com a estimulacdo ou a inibicdo do GnRH,
regulados por meio de feedback positivo e negativo de acordo com a secrecao
e a concentracdo plasmatica dos hormonios gonadais, e sdo chamados de
gonadotrofinas por estimular a secre¢do hormonal dos ovarios e dos testiculos
(gbnadas) (SENGER, 2003).

A principal fungdo do FSH na fémea € promover o crescimento dos
foliculos, que sdo responsaveis pela producdo de estradiol. O pico de estradiol
€ seguido pelo pico pré-ovulatério de LH, imprescindivel ao processo
ovulatério, que acarreta a formacédo do CL por meio da luteinizacdo das células
da granulosa e da teca (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

O sistema circulatério envolvido nesse processo é conhecido como
sistema porta hipotalamico-hipofisario, composto por uma rede de capilares. O
GnRH é secretado pelo centro tdnico hipotalamico em resposta aos baixos
niveis de LH ou FSH (feedback positivo) e sua liberagdo provoca aumento da
secrecdo dos hormonios hipofisarios. Aparentemente a liberacédo de LH é mais
responsiva ao hormonio liberador de gonadotrofina que a liberacdo de FSH
(HAFEZ & HAFEZ, 2000; SENGER, 2003).

A formacdo do complexo FSH/receptor de FSH (FSHR) desencadeia
uma série de processos no interior das células da granulosa do foliculo, que
incluem o aumento da producédo de fluido folicular, da exposicdo de novos
receptores de membrana para FSH, das juncdes comunicantes GAP, da
atividade da enzima aromatase P450, da expresséo dos receptores para LH e
da sintese de estradiol a partir de andrégenos sob acao sinérgica das células
da teca e granulosa (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

As concentracoes de RNAmM de FSHR estdo presentes em maior
guantidade nas células da granulosa foliculares nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 do ciclo
estral, e no CL nos primeiros dias apés ovulacdo (RAJAPAKSHA et al., 1996;
HAFEZ & HAFEZ, 2000).

Os receptores para LH (LHR) estéo presentes nas células da teca e da
granulosa dos foliculos e no CL dos bovinos (WANDJI et al., 1992; HAFEZ &
HAFEZ, 2000). Esses receptores desencadeiam a sintese de androgenos a



partir do colesterol e a formacdo de novos receptores para LH (HAFEZ &
HAFEZ, 2000; SENGER, 2003).

Os LHR das células da granulosa parecem estar relacionados a
dominancia folicular. Durante a fase de desvio folicular, de forma sinérgica, o
aumento dos receptores para FSH, nas células da granulosa do foliculo
dominante, e dos receptores para LH, nas células da teca interna, estimula a
expressdo de receptores de LH nas células da granulosa e,
consequentemente, o aumento na producao de estradiol pelo foliculo pré-
ovulatorio (BAO & GARVERICK, 1998; BURATINI, 2007).

Apbs o pico de FSH e o declinio dos niveis circulantes deste hormonio,
ocorre a atresia dos foliculos subordinados recrutados no inicio da onda de
crescimento folicular (GINTHER et al.,, 1997). A partir de entdo ocorre o
fenbmeno da divergéncia ou desvio folicular, definida como o inicio da
mudanca nas taxas de crescimento entre o foliculo selecionado (dominante) e
os demais (subordinados) (GINTHER et al., 1996).

Apesar do mecanismo preciso para a sele¢éo do foliculo dominante ndo
estar completamente elucidado, sabe-se que o fenbmeno do desvio envolve o
LH e a expressédo de seus receptores pelo maior foliculo, bem como os fatores
de crescimento semelhante a insulina (IGFs) (FORTUNE et al., 2004).

Neste momento o foliculo dominante apresenta didametro em torno de 8,5
mm em animais Bos taurus taurus (GINTHER et al., 1999; KULICK et al., 1999)
e de 6,0 mm em Bos taurus indicus (SARTORELLI et al., 2003; SARTORELLI
et al., 2005), quando este foliculo passa a ser LH dependente, até que ocorra a
ovulacdo ou a atresia (GINTHER et al., 1996; WEBB et al., 2004).

Austin et al. (2001) relataram que o futuro foliculo dominante produz
maiores concentracdes de estradiol e possuem baixos niveis de proteinas
ligantes a IGF (IGFBP) comparado aos foliculos subordinados. Associado a
isto, a selecdo folicular esta associada a queda momentanea da concentracao
plasmatica de FSH por algumas horas no momento da selecao folicular. Isto se
deve ao feedback negativo ocasionado pelo estradiol sintetizado pelo maior
foliculo, capaz de manter seu desenvolvimento apesar da queda na secrecao
de FSH com taxas de crescimento superior aos demais foliculos (GINTHER et
al., 2000b; FORTUNE et al., 2001).



A partir deste momento, o desenvolvimento deste foliculo dominante
torna-se dependente dos niveis séricos de LH, os quais apresentam maior
concentracdo de RNAm de LHR detectado por transcriptase reversa da reacéo
em cadeia de polimerase (RT-PCR) em células da granulosa comparado aos
foliculos subordinados (GINTHER, 2000a; BEG, 2001; FORTUNE et al., 2001).

A expressdo do LHR foi observada por PCR em células da granulosa de
foliculos antrais com 8 mm, obtidos de fémeas Nelore, exclusivamente apos a
selecdo do foliculo dominante que ocorre aos 6 mm nesta espécie (NOGUEIRA
et al., 2005; SARTORELLI et al., 2005).

Os LHR do CL elevam-se até o 5° dia, permanecendo em concentracdes
elevadas até os dias 15 e 17. A deteccdo génica para 0 mesmo receptor
apresentou comportamento semelhante no decorrer do ciclo estral (OKUDA et
al., 1999; SCHAMS & BERISHA, 2004).

2.2.3 Estrégenos

Entre os estrogenos, o 17B-estradiol € o de maior importancia para a
reproducéo e predomina em animais domeésticos ndo gestantes e gestantes. O
estrogeno, horménio esterdide € produzido pelo cértex adrenal e pelas células
da granulosa de foliculos ovarianos principalmente apds a fase de desvio
folicular (XU et al., 1995; KINDER et al., 1996; KOMAR et al., 2001) por meio
do processo catalitico de aromatizacdo de andrégenos pela enzima aromatase
citocromo P450 (HANUKOGLU, 1992; RICHARDS, 1994; CONLEY, 2001;
ROSENFELD et al., 2001).

Os estrégenos correspondem aos hormdnios esterdides que mais
desempenham funcdes fisiologicas nos animais, entre elas o estro na maioria
das espécies (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

Sinergicamente com a progesterona agem para possibilitar o
crescimento de glandulas uterinas e mamarias. O periodo de estro é
caracterizado por elevados niveis de estrogenos. Os estrdgenos estimulam o
crescimento uterino por meio da interagdo com receptores e, consequente
aumento dos processos sintéticos dentro das células. Outros efeitos incluem o
desenvolvimento fisico das caracteristicas sexuais secundarias femininas, o

controle da liberacdo de horménios hipofisarios, potencializacdo dos efeitos da



OT e prostaglandinas sobre as contragdes uterinas e auxilio no processo de
implantacédo (HAFEZ & HAFEZ, 2000).

O estrégeno estimula o crescimento e a secrecdo das glandulas
endometriais momentos antes da implantacdo necessarios para manutencéo
do zigoto, o crescimento dos ductos nas glandulas maméarias quando atua
sinergicamente com a progesterona, atividade secretora no oviduto (favorece a
sobrevivéncia do odécito e espermatozdide), inicia a receptividade sexual, regula
a secrecdo de gonadotrofinas (pico de horménio luteinizante pela hipofise
anterior para ovulacdo) (DUKES, 1996; SENGER, 2003).

Além disso, o estrégeno € epiteliotréfico, promove anabolismo das
proteinas e relaciona-se com a expressdao dos receptores de OT no
endométrio, os quais constituem o complexo hormonio receptor com a OT
secretada pelo CL, que estimulam a liberacdo de PGF, pelo Utero gravidico ou
nao gravidico, desencadeando em ambos 0s casos a regressdao do CL
(SENGER, 2003).

Quando produzido na presenca do FD, é responséavel pelo feedback
negativo ao FSH e pela retroalimentacéo positiva ao LH (NETT et al., 2002)
que, na auséncia de P4, induz o pico pré-ovulatério de LH e também o
comportamento de estro (BARROS et al., 1995; VASCONCELOS et al., 2008).

As altas concentracbes plasmaticas de estradiol e a auséncia de
progesterona sinalizam a maturacao folicular, o que desencadeia a expressao
do comportamento de estro, e 0 pico pré-ovulatério de LH, essencial para a
ovulacdo do foliculo dominante (TAYA et al., 1996; DIAZ et al., 2002).

Além de participar na regulacdo da secrecdo do FSH, o estradiol esta
relacionado com importantes fungbes autécrinas e paracrinas, tais como a
proliferagao celular (BLEY et al.,, 1997), o aumento da atividade da enzima
aromatase citocromo P450, o aumento na expressdo dos LHR e FSHR nas
células da granulosa de ratas (RICHARDS et al., 1994) e de bovinos (BERISHA
et al., 2000), e a maior sensibilidade do foliculo dominante aos horménios FSH
e LH (GINTHER et al., 2001).

Em bovinos, a existéncia de duas a trés ondas foliculares durante o ciclo
estral acarreta um perfil oscilatério de producdo de estradiol, devido ao
crescimento e atresia de diversos foliculos em cada uma das ondas foliculares,
até a ovulagcédo (IRELAND et al., 1979; GINTHER et al., 1989a); no entanto, o
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foliculo dominante é considerado o principal responsavel pela producéo total de
estradiol (IRELAND et al., 1984). Este € liberado de maneira pulsatil
(WALTERS et al, 1984) e atinge a concentracdo plasmética maxima
momentos antes da ovulacdo (GLENCROSS & POPE, 1981).

Cupp et al. (1995) observaram que durante o inicio da fase luteinica, a
concentragdo de progesterona é baixa e a de estradiol € alta, resultando em
maior frequéncia dos pulsos de LH. Durante o terco médio da fase luteinica,
entre o 11° e 13° dias do ciclo estral, periodo em que a concentracdo de
progesterona é alta e a de estradiol é baixa, foi observada menor frequéncia
dos pulsos de LH em relacdo ao inicio ou ao final da fase luteinica.

Apos a lutedlise, ha diminuicdo dos niveis de progesterona e elevacdo
na concentragdo e frequéncia dos pulsos de LH. Diversos estudos
demonstraram que o padrdo de secrecdo da progesterona e do estradiol esta
inversamente relacionado, e é determinante no controle da frequéncia dos
pulsos de LH (KESNER et al.,, 1981; BUTLER et al., 1983; STUMPF et al.,
1993; BERGFELD et al., 1995; CUPP et al., 1995).

Em bovinos, injecdes de estradiol entre os dias 13 e 18 do ciclo estral
estimularam a producéo de PGFM (LEMON, 1975; BARTOL et al., 1981; RICO
et al., 1981; KNICKERBOCKER et al., 1986; THATCHER et al., 1986; LARSON
et al., 1991; CASTRO E PAULA et al., 2002).

Bertan (2004) confirmou a capacidade do estradiol em estimular o
aumento das concentracfes séricas de PGFM no dias 15, 17 e 19 do ciclo
estral, mas ndo no dia 13. Castro E Paula (2003) relataram que a resposta
estimulatoria & sintese de PGFM néo foi observada em todas as fémeas
guando tratadas com estradiol no dia 15 do ciclo estral.

Thatcher et al. (1986) demonstraram que grupos de animais tratados
com estradiol entravam em lutedlise mais cedo do que grupos néo tratados. De
forma similar, injecdes de benzoato de estradiol (BE) em vacas no dia 15 ou
injecbes de 17pB-estradiol em ovelhas entre os dias 9 e 12 do ciclo estral
também desencadeavam a lutedlise (HIXON & FLINT, 1987; SHELDRICK,
1992; WALKER et al., 1997).

No entanto, o estradiol isolodamente nédo é capaz de ativar a resposta do
endométrio e ocasionar a lutélise a partir das injecdes de OT em vacas e
ovelhas ovariectomizadas (HOMANICS & SILVA, 1988; MANN et al., 2001),
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devido ao efeito inibitério do estradiol nos receptores de OT na auséncia da
sensibilizacdo prévia pela progesterona (VALLET et al., 1990; ZHANG et al.,
1992)

O inicio da lutedlise €é determinada pela prévia sensibilizacédo
endometrial pela progesterona oriunda do CL ao longo do ciclo estral, que
associado a crescente producdo de estradiol pelos foliculos, causam uma
grande estimulacdo na producédo de receptores de OT e producdo de PGFyq
pelo Utero em bovinos e ovinos (KAMMINSKI et al., 1997; LAU et al., 1993;
WALKER et al., 1997).

A funcéo do estrégeno é desencadeada no organismo em tipos celulares
especificos do ovario e do Utero ap6s a formacdo do complexo horménio
estrogeno-receptor de estrégeno (Ex/ER), promovendo a ativacao gendmica e
proteica, as quais séo reguladas basicamente pelo E; e pela P, (SCHAMS &
BERISHA, 2002; MARTIN, 2005; MARTIN et al., 2008).

Atualmente, foram relatados no endométrio e CL dois tipos de ER com
importancia para a regulacdo da funcdo reprodutiva de bovinos, a (EaR)
(KUIPER et al., 1996) e B8 (EBR) (MOSSELMAN et al., 1996).

Os receptores de estrogeno possuem maior expressdao no endomeétrio
durante os dias 0 e 5 do ciclo, mediado pelos altos niveis plasmaticos do
estradiol proveniente do foliculo dominante, associado as baixas concentracdes
séricas de progesterona apos a lutedlise (MARTIN et al., 2006; MARTIN et al.,
2008).

Ap6s a ovulacdo, a P4 proveniente do CL recém formado,
gradativamente promove a diminuicdo das concentragcdes endometriais dos
REs que alcangcam os seus menores valores por volta do 17° dia do ciclo estral
(diestro) (HENRICKS & HARRIS, 1978; BOSS et al.,, 1996, MARTIN et al.,
2008).

Em ratos o EaR regula a diferenciacdo, a proliferacdo celular, possui
maior expressao no tecido endometrial e possui maior afinidade de ligacao ao
tipo estrona de estradiol (COUSE et al., 1997; KUIPER et al., 1998).

Os EBR na maioria das espécies estdo presentes em maior
concentragdo no tecido ovarico e estdo intimamente relacionados com a

liberacdo de GnRH (COUSE et al., 1997). Em humanos, ha relatos que as
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células endometriais estromais possuem maior concentracdo de EBR, os quais
apresentam maior afinidade por estradiol e estriol (LIMA, 2008).

O RNAm para os EaR e EBR também foi detectado em CL de bovinos
(SCHAMS & BERISHA, 2002), ovinos (ZIEBA et al., 2000; CARDENAS et al.,
2001) e suinos (SLOMCZYNSKA & WOZNIAK, 2001). Em bovinos, o EaR teve
maior expressao durante a fase luteal inicial e decresceu significativamente
durante a fase luteal tardia. Em contraste, o EBR ndo apresentou alteracdes
significativas durante todos os estagios examinados (SCHAMS & BERISHA,
2002).

2.2.4 Progestagenos

O progestdgeno mais importante é a P, que € produzida em maior
guantidade pelo CL, e também pelo cortex adrenal e a placenta (MCDONALD,
1989).

A progesterona € responsavel pelo crescimento das glandulas
endometriais, crescimento lobuloalveolar das glandulas mamarias, atividade
secretora do oviduto e das glandulas endometriais responsavel pela nutricdo do
zigoto, evita a contratilidade do Utero durante a gestacdo e regula a secrecéo
de gonadotrofinas. A funcéo luteal determina a duracao fisiologica do ciclo
estral e garante a manutencéo da prenhez (ROTHCHILD, 1981; DUKES, 1996;
SENGER, 2003).

Em zebuinos, a concentracdo plasmatica de P, aumenta
progressivamente a partir do segundo dia apés a ovulacéo até atingir seu platé
por volta do oitavo dia do ciclo, o qual € mantido até o dia quinze, quando
comeca a declinar até atingir niveis basais por volta dos dias 15 a 18,
caracterizando a lutedlise (FIGUEIREDO et al., 1997).

Gudermann et al. (1992) relataram que o LH estimula o CL a secretar
progesterona apos a ligacdo com seu receptor e ativacdo da adenil ciclase, a
qual sintetiza AMPc, um mensageiro intracelular responsavel por ativar
enzimas envolvidas na sintese de P,.

A progesterona inibe a apoptose nas células luteais pelo mecanismo
dependente dos receptores de progesterona (PR), visto que a lutedlise
estrutural € um pré-requisito para o inicio da apoptose em células endoteliais
do CL bovino (FRIEDMAN et al., 2000; MYAMOTO et al., 2009).
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Existem duas formas de PR: isoformas A (PAR) e B (PBR). O PAR esta
intimamente relacionado ao desempenho e as patologias reprodutivas, e sua
expressdo tem correlagdo negativa com o PBR na espécie humana
(SARTORIUS et al.,, 1994; PIEBER et al.,, 2001; NUNES, 2007). Ambas
isoformas estdo presentes no trato reprodutivo feminino durante o ciclo e
possuem atividades transcricionais diferentes, sendo que a isoforma A parece
realizar papel modulador sob a expressdo dos ER, PR e OTR no sistema
reprodutivo mais importante que o PBR (FUJIMOTO et al., 1997).

No endométrio e na glandula mamaria, o estrégeno sensibiliza as células
para a acdo da P4, promovendo a expressao do PR (CLARKE, 1990; MARTIN,
2005; MARTIN et al., 2008).

No dia 13 do ciclo estral de vacas Nelore, a concentragao proteica de PR
no endométrio foi menor comparada aos demais dias do ciclo, ainda quando as
concentracfes plasmaticas de progesterona oriundas do CL permaceceram
elevadas (MARTIN et al., 2008).

Estes receptores estdo expressos nos foliculos durante todo o ciclo
estral de bovinos. No fim do ciclo estral, as baixas concentracfes plasmaticas
de P, associada as concentracbes plasmaticas crescentes de estrogeno
oriundas do foliculo dominante, ocasiona o aumento dos receptores de
ocitocina (ROT), reducéo dos PR e ER no endométrio (CASSAR et al., 2002).

Aparentemente no CL, a expressdo do RP é coordenada pela prépria
progesterona e o pico de LH induz a expressao destes RP. Em bovinos, estdo
presentes no CL, nas células luteas grandes e pequenas de vacas gestantes e
ndo-gestantes apos 48 horas da ovulagdo, no entanto, em menores
quantidades quando comparadas as concentrac6es encontradas em foliculos
(RUEDA et al., 2000; VAN DEN BROECK et al., 2002).

O uso da técnica de RT-PCR determinou a maior expressao de RNAm
para o0 RP no tecido luteal bovino durante o estagio inicial. Houve menor
expressao destes durante a fase luteal tardia e apds a regressdo do CL
(SCHAMS & BERISHA, 2002). Porém, os niveis de RNAmM mantiveram-se
durante a regressao luteal enquanto as células RP positivas na técnica de
imunocitoquimica declinaram em primatas (CHANDRASEKHER et al., 1994;
SUZUKI et al., 1994; DUFFY & STOUFFER, 1995).
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2.2.5 Ocitocina

Outro hormdnio produzido pelo CL formado ap6s 10 a 15 dias da
ovulacédo é a OT, um hormonio polipeptideo produzido também pelos neurbnios
hipotalamicos, armazenado e liberado pela neurohipofise (SENGER, 2003).

A OT é responsavel por promover as contracdes uterinas peri-parto e
pela ejecdo do leite durante a amamentagcdo. Possivelmente, suas fungdes
relacionam-se com a lutedlise por meio das prostaglandinas (DUKES, 1996;
SCHAMS & BERISHA, 2002; SENGER, 2003).

A expressdao dos OTR no endométrio de bovinos é regulada pelo
préprio hormdénio OT, pelas concentracdes plasmaticas de estradiol e
progesterona, e seus respectivos hormonios (SILVIA et al., 1991; LAMMING &
MANN, 1995; MANN & LAMMING, 1995; BOOS et al.,, 1996; MANN &
LAMMING, 2006).

A interpretacdo dos dados de diversos autores indica que as elevadas
concentracdes de P, proveniente do CL na metade da fase luteal, quando ha
baixo nivel plasmético de estrégeno, acarretam gradativa reducdo das
concentracfes endometriais dos ER que alcancam menores valores por volta
do 17° dia do ciclo estral (diestro) em animais de origem taurina e zebuina
(HENRICKS & HARRIS, 1978; JENNER et al., 1991; LAMMING & MANN,
1995; BOOS et al., 1996; MANN & LAMMING, 2006; MARTIN et al., 2008).

Em animais Bos taurus taurus, a progesterona possui efeito dominante
sob o utero, pois inibe a sintese de OTR na primeira metade do ciclo estral
(RAZANDI et al., 1999; MANN & LAMMING, 2006).

Na metade da fase luteal, ha diminuicdo dos PR, o que permite a acédo
do estrégeno produzido pelo foliculo dominante e estimula a hipdéfise e o CL a
secretar OT para ligar-se aos seus receptores endometriais. A formacéo deste
complexo hormoénio-receptor desencadeia a liberagdo de PGF,, pelo utero,
indispensavel para o processo de lutedlise (SILVIA et al., 1991; RAZANDI et
al., 1999).

Momentos antes da ovulagdo, as altas concentracdes de estrégeno
secretadas pelo foliculo pré-ovulatério resultam no decréscimo dos OTR, e
posteriormente a secrecado de progesterona pelo CL, insensibiliza o endométrio
a OT durante os primeiros dias do proximo ciclo estral (LAMMING & MANN,
1995).
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Desta forma, os OTR variam pouco durante o ciclo estral, exceto pelo
periodo compreendido entre os dias 15 e 17, quando estdo presentes em maior
concentragdo, evento relacionado com a lutedlise (JENNER et al., 1991; MANN
& LAMMING, 2006).

2.2.6 Prostaglandina

As prostaglandinas sdo substancias organicas derivadas do &cido
prostandico, e estdo presentes em diversos tecidos e situacdes bioldgicas.
Especificamente relacionadas com a reproducao, de acordo com sua estrutura
e funcédo podem ser divididas em: E e F (DUKES, 1996).

As prostaglandinas enddégenas em geral provocam contracdes ou
relaxamento das células musculares lisas em diversos 6rgdos. A série F,
especificamente a F,,, produzida pelo endométrio, € a de maior importancia
para a reproducdo em ruminantes e esta relacionada com o processo da
lutedlise. A regressao funcional precede a regressdo morfolégica do CL (TSAl
& WILTBANK, 1997; VIANA et al., 1999).

Com o adjunto de férmulas sintéticas, as aplicacdes exogenas de
prostaglandinas permitiram a aceleracéo da involugéo uterina, a modulacdo da
defesa uterina, e a utilizacdo em protocolos de sincronizacdo do estro
(FERNANDES et al., 2002a, b; LEWIS, 2004).

2.3 Dinamica folicular

2.3.1 Foliculos pré-antrais

Durante a vida embrionaria e a pré-puberdade das fémeas, a fase inicial
de crescimento folicular ocorre independentemente de gonadotropinas e
termina quando o foliculo ainda é pré-antral. Nessa fase, os principais
responsaveis pelo crescimento folicular séo alguns fatores de crescimento, tais
como, fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF-I), fator de crescimento
transformante (TGF-B), particularmente o fator de crescimento diferencial-9
(GDF-9) e a proteina morfogenética 6ssea-15 (BMP-15 ou GDF-9B), activina e
fator de crescimento fibroblastico (FGFb) (SILVIA & PRICE, 2002; HAFEZ &
HAFEZ, 2000; BURATINI et al., 2005).

O desenvolvimento folicular pré-antral depende também da proliferacéo

e diferenciacdo das células da granulosa, processo que ocorre devido a
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comunicacado intercelular através dos processos citoplasmaticos trans-zonais
(TZP) (GILCHRIST et al., 2004).

As TZPs sao extensodes das células da granulosa que penetram atraves
da zona pelucida e atingem a membrana do odcito, onde juncdes do tipo Gap
permitem passagem bidirecional de ions, metabdlitos, aminoacidos e pequenas
moléculas reguladoras. Estas extensfes se retraem quando o foliculo atinge o
estagio antral, provavelmente pela acdo do LH (MCNATTY et al., 1999;
ALBERTINI et al., 2001; GILCHRIST et al., 2004).

No entanto, os padroes temporais de secrecdo desses fatores de
crescimento ainda sdo desconhecidos. Ha relatos que o desenvolvimento
folicular inicial é estimulado pela agéo sinérgica do kit ligante (KL) e da BMP-
15, enquanto o GDF-9 é secretado tardiamente por od6citos maduros,
promovendo a proliferacdo das células da granulosa e modulacéo da fungcéo do
KL (SHIMASAKI et al., 2003).

O KL produzido pelas células da granulosa de camundongos e o c-kit,
receptor para KL expressos pelo odcito, resultam no complexo c-kit/KL. No
foliculo primordial e primario, este se relaciona com a proliferacdo das células
da granulosa, estimula a sintese de DNA em células da granulosa e a
diferenciacéo de células do estroma em células da teca (YOSHIDA et al., 1997;
PARROT & SKINNER, 2000; OTSUKA & SHIMASAKI, 2002).

No estagio secundario, 0 GDF-9 é essencial para o desenvolvimento dos
foliculos por potencializar a proliferacéo das células da granulosa (DONG et al.,
1996; BODENSTEINER et al., 1999; VITT et al., 2000a, b).

A interacdo entre o BMP-15 e o KL é fundamental para o crescimento
folicular, mas sé&o descritos algumas formas de regulacédo destes fatores de
crescimento por meio do feedback. O BPM-15 estimula a expressao do KL,
que, por sua vez, inibe a expressdo da BMP-15 (OTUSKA & SHIMASAKI,
2002; SHIMASAKI et al., 2003). Enquanto, o GDF-9 inibe a expressédo do KL
em células da granulosa de camundongos (JOYCE et al., 2000).

Os mecanismos endocrinos também possuem papel importante no
desenvolvimento de foliculos pré-antrais, que expressam receptores de IGF-1 e
proteinas ligantes de IGFBP-2 e 3, que séo reguladores da biodisponibilidade
de IGFs extra-ovarianos (WEBB et al., 2003).
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O desenvolvimento folicular pré-antral também é regulado de forma
pardcrina pela ativina, a folistatina, a inibina, o fator de crescimento epidermal
(EGF) e o fator de crescimento fibroblastico (FGF) (MCNATTY et al., 1999;
SILVIA & PRICE, 2002).

Em bovinos, o FGF-2 foi detectado nos odcitos de foliculos primordiais,
primarios, nas células da granulosa e da teca de foliculos pré-antrais em
crescimento, em foliculos antrais. Este fator € capaz de estimular a ativacao de
foliculos primordiais, em culturas de fragmentos de ovéarios de ratas, e de
promover proliferacdo de células da granulosa (GOSPODAROWICZ et al.,
1989; VAN WEZEL et al., 1995; NILSSON et al., 2001; SILVIA & PRICE, 2002).

Como os demais TGFs, a BMP-15 também estimula desenvolvimento
folicular devido ao aumento da sensibilidade ao FSH (OTSUKA et al., 2001,
SHIMASAKI et al., 2003).

2.3.2 Foliculos antrais

Ainda quando os foliculos s&o pré-antrais, ocorre a sintese de
receptores para o FSH nas células da granulosa e para o LH nas células da
teca. Com isso, inicia-se uma fase de desenvolvimento folicular dependente de
gonadotropinas, caracterizada pelo recrutamento de um grupo de pequenos
foliculos (emergéncia folicular) com intervalos de aproximadamente dez dias,
sob a influéncia do FSH secretado apos as fémeas atingirem a puberdade
(GINTHER et al., 1989a; XU et al., 1995; KINDER et al., 1996; WILTBANK et
al., 1996; CONLEY, 2001; KOMAR et al., 2001; ROSENFELD et al., 2001;
SENGER, 2003).

Nas células da granulosa, o FSH estimula a ativacdo da enzima P450
aromatase, responsavel pela metabolizacdo e trasnformacédo de androgenos
em estradiol. A influéncia do FSH e do estradiol acarreta alteracdes
morfolégicas no foliculo, que passa a apresentar uma cavidade repleta de
liguido em seu interior, sendo assim chamado de foliculo antral (FORTUNE &
QUIRK, 1988; SENGER, 2003).

Entre todos esses foliculos, apenas um continua seu desenvolvimento, o
foliculo dominante, caracterizado por apresentar maior capacidade de produzir
17 p-estradiol em relacdo aos demais recrutados no inicio da onda. Os demais

foliculos denominados subordinados comegcam a apresentar taxa de
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crescimento gradativamente menor e posteriormente entram em atresia (LUCY
et al., 1992; BAO & GARVERICK, 1998; GINTHER et al., 1989a).

O momento em que se detecta a diferenga entre a taxa de crescimento
do foliculo dominante e do maior foliculo subordinado € denominado de desvio
ou divergéncia folicular, que em zebuinos ocorre, respectivamente 2,7 e 3,8
dias ap6s a emergéncia folicular, quando o foliculo dominante possui de 5,4 a
6,1 mm em zebuinos (GIMENES et al.,, 2005; SARTORELLI et al.,, 2005;
CASTILHO et al., 2006) e entre 10 e 12 mm em Bos taurus taurus (TAYLOR et
al., 1991; GINTHER et al., 1996).

O sistema IGF atua de forma sinérgica com o FSH no processo de
divergéncia folicular e producdo de estrégenos (FORTUNE et al., 2004). Os
IGF-1 e Il sdo expressos nas células da granulosa e da teca, no entanto, o IGF-
Il atua de forma paréacrina (intraovariana) enquanto o IGF-I atua via enddécrina
(YUAN et al., 1998; WEBB et al., 1999; ARMSTRONG et al., 2000; BURATINI,
2007).

Os IGFs estimulam a expressdao de seus receptores especificos nas
células da teca e da granulosa, que estdo presentes em concentracdes
diferentes quando comparados foliculos dominantes e subordinados (SPICER
et al., 2004). Antes do desvio, o IGF-lI livre apresenta-se em maiores
concentragcdes no fluido folicular do maior foliculo se comparado as presentes
no foliculo subordinado (De LA SOTA et al., 1996; BEG et al., 2002)

As proteinas ligantes aos IGFs (IGFBP) modulam as concentracdes
disponiveis de IGFs na corrente sanguinea e estao presentes no fluido folicular
bovino (FORTUNE et al.,, 2001). A concentracdo de IGFBP-4 nos foliculos
dominantes encontra-se reduzida quando comparada aos subordinados, devido
a degradacao proteolitica destas proteinas ligantes pela proteina plasméatica
associada a gestacado (PAPP-A), refletindo em maiores concentracdes de IGF
livre capaz de estimular o maior desenvolvimento do foliculo dominante (MIHM
et al., 2000; MAZERBOURG et al., 2001).

A degradacdo da IGFBP-5 foi mais alta no maior foliculo antes do
momento do desvio folicular. Este fendmeno ocorre mais tardiamente no caso
dos niveis transcrionais da IGFBP-2, que parece ser regulada pelo FSH (WEBB
et al., 2003; FORTUNE et al., 2004).
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Apos a divergéncia folicular durante o diestro, fase em que esta presente
o CL oriundo do ciclo anterior e estdo altos os niveis plasmaticos de Py,
responsaveis pela reducéao da frequéncia da pulsatilidade de LH, ha o desvio
folicular, porém o foliculo dominante entra em processo de atresia, tornando-se
anovulatério. A partir desse momento observa-se a emergéncia de uma nova
onda de crescimento folicular (GINTHER et al., 1989b; NISWENDER et al.,
1994; MONNIAUX et al., 1997; WEBB et al., 1999; SENGER, 2003; SCHILLO,
2009).

No entanto, se apos a divergéncia ocorrer a regressao luteinica, com
consequente diminuicdo da concentracdo plasmatica da progesterona, o
foliculo dominante continua o seu crescimento, secreta grande quantidades de
estradiol, promovendo o pico ovulatério de LH, que desencadeia a ovulacéo e a
maturacdo oocitaria, com retomada da meiose que havia sido interrompida no
inicio do desenvolvimento folicular (NISWENDER et al., 1994; FORTUNE et al.,
2004; SENGER, 2003).

2.3.3 Luteinizacéao

Durante a ovulacdo ocorre a ruptura da membrana folicular composta
pelas células da teca (externa e interna) e da granulosa, e a expulsdo do
odcito. Imediatamente, a parede do foliculo € colapsada e a cavidade invadida
por linfa e sangue dos capilares, que serdo 0s componentes de uma nova
estrutura, o corpo hemorragico (DIAZ et al., 2002).

Subsequentemente, o0 corpo hemorragico reorganiza-se e origina o
corpo luteo (CL), sob a influéncia de fatores angiogénicos e mitogénicos (FGF-
2, TGF-B, IGF-I, fator de crescimento semelhante a heparina e fator de
crescimento endotelial vascular) (SENGER, 2003; GIOMETTI et al., 2009).

O crescimento do CL ocorre rapidamente a partir da proliferacéo celular
e da diferenciacao das células da granulosa em células luteinicas grandes, que
apresentam receptores para LH, responsaveis pela sintese das elevadas
concentracbes de progesterona, e das células da teca remanescentes do
foliculo ovulado em células luteinicas pequenas (LEI et al., 1991; NISWENDER
et al., 1994; NISWENDER, 2002).

O CL é primariamente reconhecido pela habilidade em sintetizar e

secretar progestagenos, horménios que estao intimamente relacionados com a
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manutencdo de um ambiente adequado ao desenvolvimento embrionario e pela
propria manutencdo do CL durante o periodo da ovulacdo até a implantacgéo,
quando ocorre o reconhecimento materno da gestacao (NISWENDER, 2002).
Além da progesterona, o CL ap6s 10 a 15 dias de vida, produz uma
substancia denominada OT, que juntamente com a P, e 0 E,, regulam o
fenébmeno da lutedlise (LAMMING & MANN, 1995; MCCRACKEN et al., 1999).

2.3.4 Lutedlise

A regressdo morfoldgica e funcional do CL ocorre 17 a 20 dias apos a
ovulacdo durante um ciclo estral de aproximadamente 21 dias. Este processo é
denominado lutedlise e determina a duracéo do ciclo estral (SENGER, 2003).

As concentracfes plasmaticas de E;, P4 e OT estdo relacionadas com a
secrecdo de PGF,q, substancia responsavel pela lutedlise, que € secretada
pelo endométrio bovino de maneira pulsatil e mensurada através do metabdlito
da prostaglandina F,, encontrada na circulacdo sanguinea, a 13, 14 diidr-
15ceto prostaglandina (PGFM) (IRELAND et al., 1984; VILLA-GODDOY, 1985;
ZHANG et al., 1991; SILVIA et al., 1991; MCCRACKEN et al., 1999; SALFEN et
al., 1999; MANN et al., 2001; CASTRO E PAULA, 2003; BERTAN, 2004).

A OT participa na lutedlise concomitantemente com o estradiol e a
PGF,, por também estimular a producao desta pelo endométrio ().

As concentracdes plasmaticas de estrégenos regulam o processo da
lutedlise agindo diretamente sob a cascata de producéo de PGF,,, iniciada pela
ativacdo da fosfolipase C (WALKER et al., 1997).

Outros autores sugerem uma acao indireta, onde o estradiol proveniente
dos foliculos em crescimento é responsavel pelo aumento na concentracao de
receptores endometriais de OT associada a sensibilizacdo prévia pela
progesterona no final da fase luteinica, e que a OT proveniente do CL ou da
neurohipéfise, ao acoplar-se a estes receptores, estimula a secrecao
endometrial de PGF,, (MCCRACKEN et al., 1984; VALLET et al., 1990;
ZHANG et al., 1992; WATHES & LAMMING, 1995; KAMMINSKI et al., 1997,
WALKER et al., 1997; MCCRACKEN et al., 1999).

Wathes et al. (1983, 1984) e Fields et al. (1985, 1992) corroboraram com
esta hip6tese ao demonstrarem que a OT é de fato secretada pelo CL e
interage com receptores endometriais préprios (FUCHS et al., 1990) para
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estimular a secrecdo de PGF,4, culminando com a lise do CL (GROSS et al.,
1988; PUTNEY et al., 1989; GINTHER et al., 2000; MANN et al., 2001; HAFEZ
& HAFEZ, 2000).

Apoés a lutedlise, os elevados niveis plasmaticos de E, estimulam os
neurénios Kiss-1 no centro pré-ovulatério hipotalamico, responsavel pela
liberacdo de GnRH, que por sua vez, desencadeia o pico pré-ovulatério de LH
pela hipofise (KRIEGSFELD, 2006; KRIEGSFELD & SILVER, 2006; SCHILLO,
2009).

Diversos estudos demonstraram que a relacdo inversa entre as
concentracbes da P, e do E, é determinante no controle da frequéncia dos
pulsos de LH (KESNER et al.,, 1981; BUTLER et al., 1983; STUMPF et al.,
1993; BERGFELD et al., 1995; CUPP et al.,, 1995; MILVAE et al.,, 1996;
ERENO, 2003).

O estrégeno estimula positivamente o centro pré-ovulatorio e
negativamente o centro ténico hipotalamico, que induz a liberagdo de LH de
forma constante, caracterizada por altas concentracdes e com alta intensidade
pela hipdéfise (SCHILLHO, 2009; WU et al., 2009).

As condicbes onde as concentracfes seéricas de E, estdo baixas
associada as altas concentragbes de P4 caracterizam-se por baixas
concentracbes de LH secretados continuamente com grande frequéncia em
pequena intensidade, oriundos da estimulacdo do GnRH secretado da mesma
maneira (KRIEGSFELD, 2006; KRIEGSFELD & SILVER, 2006).

Durante o diestro, onde estdo presentes um foliculo dominante e o CL
funcional, h4& um efeito inibitério do centro pré-ovulatério hipotalamico e
auséncia do pico de LH (KRIEGSFELD et al., 2006; SCHILLHO, 2009).

2.4 Agonistas de GnRH

Os agonistas de GnRH (GnRHa) séo peptideos sintéticos obtidos a partir
de simples e duplas substituicdes na sequéncia de aminoacidos do GnRH, com
intuito de retardar a degradacéo rapida destas substancias pelo organismo, o
que permite a sua utilizacdo em pequenas doses e almejar 0s mesmos
resultados que o GnRH convencional (PADULA, 2005).

Comparado ao hormonio liberador de gonadotrofinas, os GnRHa

possuem maior meia-vida e afinidade aos receptores de GnRH, promovendo
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intensa resposta aguda pelo organismo frente a estimulacdo sistémica com
GnRHa. Entre os GnRHa destacam-se: a Deslorelina, Buserelina, Leuprolide e
a Gusorelina (D’OCCHIO et al., 2000; MATTOS, 2001).

Este analogo sintético, de forma sistémica ou por meio de implantes
subcutaneos, tem sido usado para tratamento em animais para controle
reprodutivo em geral. H& relatos na literatura da sua utilizacdo na forma de
implantes em cadelas e em felinos selvagens com intuito de realizar o controle
populacional e/ou evitar acasalamentos indesejados entre animais
consanguineos por meio da inducéo do anestro (Padula et al., 2005).

As vias parenterais, intra-venosa, intra-muscular e subuctanea, sao as
mais utilizadas. As vias alternativas de tratamento como a forma oral nédo é
eficiente, no entanto, ainda estdo sendo estudadas as vias de administracéo
intra-vaginal e intra-nasal (PADULA, 2005).

Estes sdo utilizados ainda de forma injetavel sistémica durante o
tratamento de tumores prostaticos em humanos, o0s protocolos de
sincronizagao do estro em programas de IATF em bovinos, como indutor da
ovulacdo em equinos, bem como no tratamento de foliculos anovulatérios
persitentes em vacas de leite (MATTOS et al., 2001; D’OCCHIO et al., 2000;
PADULA, 2005; JUNAIDI et al., 2007).

Quando tratado com GnRHa de forma prolongada por meio de implantes
subcutaneos, o organismo responde de duas maneiras distintas. A primeira
delas trata-se da fase aguda, que perdura varios dias e caracteriza-se pelo
aumento imediato das concentracdes plasméticas de LH e FSH, seguido pelo
retorno destas concentracbes em niveis basais (D’OCCHIO et al.,, 2000;
PADULA, 2005).

A administracdo na forma de implantes com GnRHa promove a
downregulation dos GnRHR hipofisarios pela dessensibilizagdo dos GnRHR
nas células gonadotréficas através da interrupcdo da sinalizacdo do segundo
mensageiro, bloquiando assim a liberacdo de LH pela hipdfise. A liberacéo de
FSH se mantem em niveis basais ao longo de todo periodo.
Consequentemente, as concentracdes plasmaticas dos hormonios esterdides
se mantem baixas (GONG et al., 1996; D’OCCHIO et al., 2000; MATTOS et al.,
2001; PADULA, 2005).
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A posologia dos diferentes tipos de GnRHa que deve ser empregada
ainda é uma questao polémica de acordo com o efeito desejado e a espécie a
ser tratada, uma vez que a via de aplicacdo, a sensibilidade e os efeitos entre
as espeécies, assim como o sexo do animal ocasionam respostas fisiologicas
distintas (D’OCCHIO et al., 2000; JIMENEZ-SEVERIANO et al., 2005).

Atualmente no Brasil, estdo sendo desenvolvidos e ha alguns produtos
de aplicacdo injetavel contendo GnRHa disponiveis no mercado. No entanto,
ndo sado encontrados fabricantes brasileiros do produto na forma injetavel e de
implantes subcutaneos. Este fato torna dispendiosa a aquisicdo por meio da
importacdo, o que inviabiliza a sua distribuicdo e uso comercial em larga
escala.

Em estudos in vitro ou utilizando camundongos, sdo utilizados para
verificar o padrdo de liberacdo de gonadotrofinas em diferentes estadios da
vida e tipos celulares, bem como para quantificar a ligacdo com seu receptor e
a expresséo dos receptores do GnRH, FSH e LH (PADULA, 2005).

Recentemente, Silvestre et al. (2009a, b) corroboraram por meio da
avaliacdo da dinamica folicular o que havia sido descrito por Gong et al.
(1995,1996) e Mattos et al. (2001) quanto aos efeitos da utilizagéo cronica dos
GnRHa, ao utilizar implantes subcutaneos. Going et al. (1996) relatam que a
Buserelina inibi o padrao de liberacéo pulsatil de LH e FSH apds 8 e 30 dias de
tratamento, respectivamente.

Silvestre et al. (2009a, b) hipotetizaram que as baixas concentracfes
plasmaticas de LH e FSH relacionavam-se com a maximiza¢do no processo de
involugdo uterina, o que foi comprovado juntamente com a verificagdo da
reducdo no intervalo entre partos (IP) durante a realizacao do estudo utilizando
vacas Holandesas tratadas com implantes subcutaneos de Deslorelina durante

0 anestro pés-parto.
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Resumo

Objetivo-se avaliar os efeitos da implantacdo subcutanea de Deslorelina (GnRHa-
Suprelorlin®) por 70 dias sobre a dinamica folicular, secrecdo do FSH, LH e P, e,
expressao dos receptores endometriais de estrogeno « e S (EaR e ESR), de progesterona
isoformas A e B (PAR e PBR) e de ocitocina (OTR) em vacas Nelore (Bos taurus

indicus). Foi sincronizada a ovulacéo de 15 vacas Nelore com ECC > 3 e, no DO foram
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aleatoriamente selecionados 7 animais para serem submetidos a implantagdo subcutanea
de Deslorelina por 70 dias. O exame ultra-sonografico foi realizadoa cada 2 a 3 dias
para caracterizacdo da dindmica folicular e os foliculos classificados de acordo com o
seu diametro em: classe | (< 0,4 cm), Il (0,4-0,6cm) e Il (> 0,6cm). Amostras
sanguineas foram coletadas para mensuracdo das concentracfes plasmaticas de FSH,
LH e P4. A pulsatilidade e os picos de LH foram determinados a partir de amostras
sanguineas coletadas a cada 15 minutos por 6 horas em 4 vacas escolhidas
aleatoriamente nos D20 e 62. A mensuracdo da expressao proteica dos EaR, EfR,
PABR e PBR no epitélio glandular e estroma endometrial foram realizadas por meio da
técnica da imunoistoquimica e, a expressao génica dos EaR, ESR, PABR e OTR foi
avaliada com auxilio do qRT-PCR, ambas a partir de fragmentos coletados por meio de
biopsias uterinas nos dias 0, 4, 20 e 27. Os resultados foram analisados por meio do
teste ndo paramétrico de Friedman e Exato de Fisher. A relacdo dos resultados entre a
dindmica folicular e expressdes génica e proteica foi analisada pela correlacdo de
Pearson, todos com nivel de significancia de 0,05. Durante o periodo de implantacdo da
Deslorelina nenhum animal ovulou, o que indica que o pico pré-ovulatério de LH foi
abolido. O nimero méximo de foliculos recrutados foi de 13,7 (+ 3,86). Os foliculos de
classe 11l ndo foram observados na maioria dos animais a partir do D48. A concentracao
plasmatica da P, se manteve em nivel basal (0,4 ng/mL) durante todo o periodo de
implantacdo. A secrecdo de FSH e LH néo foi abolida ao longo do estudo. A frequéncia
de pulsos de LH observada no D20 e D62 foi, respectivamente 1 (£ 0)/6 he 1,25 (+
0,5)/6h. As concentracdes plasmaticas maximas durante os pulsos foram de 1,72 (x
0,24) e 1,24 (x 0,31) ng/mL, respectivamente. De forma geral, foi observado alto
perecentual de nucleos positivos dos ER e PR ao longo do estudo, bem como a alta

concentracdo de RNAm de ER, PR e OTR. Sendo assim, se infere que o tratamento por
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70 dias com implantes subcutaneos de Deslorelina suprime o recrutamento e a selecéo
folicular, reduz a pulsatilidade e o pico de LH, inibe a ovulagdo e, mantém elevada a
expressao dos receptores endometriais de estrégeno, progesterona e ocitocina em vacas
Nelore (Bos taurus indicus).
Palavras-chaves: Nelore, anestro, Deslorelina, dinamica folicular, receptor
endometrial.

Introducéo

No Brasil, cerca de 80% dos 199,7 milhdes de bovinos sdo da raca Nelore (Bos
taurus indicus), que se caracteriza pela alta tolerancia ao clima tropical. Devido a esta
rusticidade e adaptabilidade, estes animais sdo criados, em sua maioria, de forma
extensiva nas regides Centro-oeste e Norte (IBGE, 2008).

Em bovinos, a produtividade estd diretamente relacionada a eficiéncia
reprodutiva. Deste modo, o longo periodo de anestro e de restabelecimento da
atividade ovariana ap0s o parto, e o baixo indice de fertilidade no primeiro ciclo estral
subsequente sdo alguns dos fatores que limitam a produtividade e resultam em
significativas perdas econdmicas (Baruselli et al., 2007).

Tratamentos por longos periodos com agonistas de GnRH, como a Deslorelina,
tém sido utilizados para reduzir o intervalo entre partos de vacas de origem taurina,
tratar cistos foliculares e controlar a atividade reprodutiva de varias espécies animais,
em machos e fémeas, uma vez que este tipo de agonista promove
downregulation dos receptores de GnRH hipofisarios, com consequente reducdo na
secrecdo de gonadotrofinas (D’oochio et al , 1996; Mattos et al., 2001; Padula, 2005;
Silvestre et al., 2009a, 2009b; Gungdr et al., 2010).

Em vacas Holandesas, foi constatado que a implantacdo subcutanea de

Deslorelina por 30 dias beneficiou o processo de involucdo uterina e limitou o
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desenvolvimento folicular maximo até 3,2 mm de didmetro. Nestes animais, foi
observada a ovulacdo entre 10 e 20 dias ap6s a remocdo do implante de Deslorelina
(Silvestre et al., 2009a, 2009b). Em novilhas de origem européia, o implante de
Buserelina suprimiu a liberacdo de LH e FSH, respectivamente, 8 e 30 dias ap0s o inicio
do tratamento (Gong et al., 1996). No entanto, ndo ha relatos dos efeitos deste analogo
do GnRH em Bos taurus indicus.

Sabendo que ha diferencas entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus quanto a
fisiologia da reproducdo e peculiaridades da dindmica folicular (Barros et al., 2000;
Buratini et al., 2000), este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da utilizacéo de
implantes subcutaneos de Deslorelina (GnRHa-Suprelorlin®) por 70 dias, sob a
dindmica folicular, secrecdo da P, e LH e, expressdo génica e proteica dos receptores
endometriais de estrégeno a e S (EaR e ESR), de progesterona isoformas A e B (PAR e
PBR) e de ocitocina (OTR) de vacas Nelore (Bos taurus indicus).

MATERIAL e METODOS
Animais e instalagoes

O presente estudo foi conduzido entre 0os meses de julho e outubro de 2009
na Fazenda Experimental da FMVZ /UNESP-Botucatu, no municipio de Séo
Manuel/SP (latitude -22°43°52’’, longitude -48°34°14°"), Brasil. Foram utilizadas 15
vacas adultas ndo lactantes da raca Nelore clinicamente normais com escore de
condigéo corporal (ECC) > 3 (0-5, Houghton et al., 1990).

As  vacas permaneceram em pastejo de  Brachiara  decumbens e foram

suplementadas com racao 18% PB, minerais e agua ad libitum.
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Sincronizacao da ovulacéo

A sincronizacéo da ovulacao foi realizada por meio do protocolo (Figura 1).

= ‘ ‘ ‘
D-11 D-3 D-2 D-1 DO
2 mg BE i.m Plélfzn:gm 1mg BE i.m us US/OV

Fig 1. Protocolo de sincronizacdo da ovulagdo de vacas Nelore (Bos taurus indicus). * BE (Estrogin®,
Farmavet Ltda, Brasil); P4 (DIB®, Intervet Schering-Plough, Brasil); PGF,, (Dinoprost

trometamina, Lutalyse®, Pfizer Saide Animal, Brasil); D-1 e DO: exame ultra-sonografico
transretal a cada 12 horas para determinacédo da ovulago.

Implantacéo da Deslorelina

Foi constatada a ovulacdo em todos os animais no DO e destes, 10 foram
aleatoriamente selecionados para receber o implante subcutaneo nao degradavel de
4,7mg do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®, Peptech Animal Health, North
Ride, Austrdlia) na face externa do pavilhdo auditivo direito. Para descricdo e
diferenciacdo dos animais, cada um recebeu um codigo que variou de “A” a “J”.

Antes da realizacdo do procedimento o local foi higienizado com agua e sabéo,
seguida deposicdo de iodo degermante com gaze. Cinco minutos antes da implantagéo
no local da deposicdo da Deslorelina, foi feito um botdo anestésico pela infiltracdo
subcutanea de 3 mL de lidocaina (Xylestesin 2%®, Cristalia, Brasil) por incisdo/animal.

No D8 todos os animais receberam 12,5 mg i.m dinoprost trometamina i.m
(Lutalyse®, Pfizer Satide Animal, Brasil). O implante de Deslorelina foi removido no

D70 seguindo os mesmos cuidados anti-septicos e anestésicos anteriormente descritos.
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Avaliacdes ultra-sonogréficas

A partir do dia da implantacdo subctunénea da Deslorelina até o D70, os ovarios
dos animais foram examinados, a cada 2 a 3 dias, com auxilio do aparelho ultra-
sonografico transretal (Mindray DP 3300, Mindray Biomedical Eletronics Co. Ltda,
Shenzhen, China).

A cada avaliacdo foram identificados e determinado o didametro dos foliculos
ovarianos presentes, que de acordo com os seus diametros foram classificados nas
seguintes classes, segundo Gimenes et al. (2008): classe I (< 0,4 cm), 11 (0,4-0,6 cm) e
Il (>0,6 cm).

No D47, com intuito de sincronizar a emergéncia de onda e relaciona-la ao padréo
de liberacdo de gonadotrofinas, todos os foliculos visualizados nos ovarios foram
aspirados por meio de uma guia de aspiracdo (Cook VBOA 18 L), agulhas 18G, uma
bomba a vacuo ajustada em 240 mmHg, um equipamento ultra-sonografico Scan Vet
240 — Parus (Pie-Medical, Pie Medical Systems e Esaote Europe, Maastricht,
Netherland) e um transdutor linear transretal de 5 mHz.

Dosagem hormonal

Nos mesmos dias das avaliacdes ultra-sonogréaficas, amostras sanguineas foram
coletadas por meio da venopunc¢édo dos vasos coccigeos com auxilio de agulha 21 G e
sistema a vacuo em tubos heparinizados, para determinacdo da concentracao plasmatica
de FSH, LH e P4. Imediatamente ap0s a coleta, estas amostras foram refrigeradas para
posterior centrifugacdo a 2500G por 15 minutos e armazenamento em tubos tipo
eppendorf de 1,5 mL em freezer a -20°C.

De acordo com o padrdo da dinamica folicular dos animais, a mensuracdo da
concentracdo plasmatica de P, foi realizada nos D3, 4, 6, 8, 11, 19, 25, 32, 34, 48, 56,

62 e 68. A mensuracao plasmatica da P, foi realizada pela técnica de radioimunoensaio
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usando Count-A-Count Kit (Diagnostics Products Corporation®, Los Angeles, CA,
USA) seguindo-se as recomendagbes dos fabricantes em cinco ensaios em dias
consecutivos com coeficiente de variagdo interensaio e intraensaio de 6,35% e 4,87%,
respectivamente.

De acordo com o padréo da dindmica folicular dos animais, a mensuracdo da
concentracdo plasmatica de FSH e LH durante o periodo de implantacdo da Deslorelina,
nos dias 4, 20, 27, 37, 42 e 61 foram determinadas em todos os animais em amostras
sanguineas coletadas da mesma forma como descrito anteriomente para mensurar a
concentracdo plasmatica de Py.

Ja o padrdo de pulsatilidade e os picos de LH foram determinados a partir de
amostras sanguineas coletadas a cada 15 minutos por 6 horas por meio da cateterizacao
da jugular, nos dias 20 e 62 ap6s a implantacdo da Deslorelina, em 4 animais escolhidos
aleatoriamente em cada dia.

O nivel sérico de FSH e LH, em todas as andlises, foi mensurado pelo teste de
radioimunoensaio de duplo anticorpo no laboratério de endocrinologia da UNESP-
Aracatuba utilizando a técnica modificada de Bolt & Rollings (1983) e a classificacdo
de pulsos de Fitzgerald et al. (1985).

Para o ensaio de FSH, utilizou-se o USDA-bFSH para iodinagdo, e primeiro
anticorpo NIDDK-anti-oFSH-1 a uma dilui¢do de 1:300.000. A sensibilidade do ensaio
de FSH foi de 0,005 ng/mL e a de LH de 0,02 ng/mL. Os coeficientes de variacdo intra-
ensaio foram 4,09% e 5,06%, respectivamente. O coeficiente inter-ensaio do LH foi de
6,37%.

Bidpsias endometriais
Em cada animal, quatro amostras de tecido endometrial foram coletadas

semanalmente por meio de bidpsias via transcervical utilizando uma pinca de bidpsia
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modelo Yomann (Hauptner®, Solingen, Alamenha).

Todas as pingas utilizadas no presente estudo eram lavadas diariamente em agua
corrente e sabdo neutro, secas em estufa convencional e, posteriormente, mantidas
embrulhadas em um campo cirdrgico. Antes da sua utilizacdo, a pin¢a era mantida
submersa em alcool 70%.

No momento da colheita procedia-se uma limpeza da regido perineal e vulvar do
animal com papel toalha. A pinca era introduzida pela vulva até alcancar o cérvix, que
era manipulado por via transretal, a fim de permitir a intromissdo da mesma no utero. O
Utero era entdo pressionado contra a mesma, por via transretal, para facilitar a obtencéo
de um fragmento de tamanho significativo (entre 4 e 5 mm de didmetro).

O fragmento era retirado da pinga com auxilio de uma agulha, lavado em solucéao
fisioldgica 0,9%. Duas destas amostras foram acondicionadas em cassetes plasticos
identificados com o numero do animal e data da colheita para incluséo e fixacdo em
formol tamponado 10% por 24 horas. Posteriormente, foram armazenadas em etanol
70% até a inclusdo em parafina para a realizagdo da técnica de imunoistoquimica.

As outras duas amostras foram rapidamente lavadas com a mesma solucdo, secas
em papel toalha e, imediatamente, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
freezer -80°C para posterior analise da quantificacdo da concentracéo relativa do RNAm
dos genes alvos (EaR, EfSR, OTR e PABR) por qRT-PCR.

Imunoistoquimica

Apos a inclusdo das amostras de tecido endometrial em parafina, foram realizados
cortes histoldgicos de 4 um para confeccdo das laminas utilizadas na rotina da técnica
de imunoistoquimica. Algumas destas laminas foram utilizadas para caracterizacdo
histologica do tecido endometrial coletado por meio da coloracdo de hematoxilina e

eosina (HE) e analise em microscopio 6ptico Leica DML® (Leica Microsystems,
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DMLB, Wetzler, Germany), com aumento de 400 e 1000X.

Outras laminas foram utilizadas para realiza¢do da técnica da imunoistoquimica, a
qual teve inicio com a desparafinizacdo tecidual em cuba contendo xilol e reidratagdo
em solugdes de alcool. Posteriormente, as laminas foram imersas em cuba contendo
solucdo de citrato 2,1% pH 6,0 para serem submetidas ao tratamento térmico e
recuperacdo antigénica na Pascal Modelo $2800 Dako® (Dako Cytomation California
Incorporation, Carpinteria, CA, USA).

Para o bloqueio da peroxidase enddgena, as laminas foram incubadas em H,0,
3%, seguido da inibicdo das ligacBes com anticorpos inespecificos utilizando solucdo de
caseina.

O EaR (monoclonal de camundongo anti-humano receptor de estrogénio alfa
clone 1D5, Dako, Carpinteria, CA, EUA), o PRAB (PGR-ADb-8 cocktail mouse MAb
Neomarkers MS-298-P1, Fremont, CA, EUA) e 0 PRB (PR- B-30 SC-811 monoclonal
IgG1, Santa Cruz Biotechonlogy, Sdo Paulo, Campinas, Brasil) foram utilizados na
diluicio de 1:50. O EpPR (beta receptores monoclonais, anti-humano estrogénio
PPG5/10 clone 1, Dako, Carpinteria, CA, EUA) foi utilizado na proporcéo 1:200. Todos
0s anticorpos primarios foram incubados em camera Umida por 18 horas a 4°C.

O controle negativo foi realizado por meio de um anticorpo de camundongo
(Mouse Immunoglobulin — Universal Negative Control; Dako, Carpinteria, CA, USA)
incubado também por 18 horas a 4°C em algumas laminas em todas as rotinas de
imunoistoquimica.

O anticorpo secundario AdvanceTM HRP® (Dako, Carpinteria, CA, USA) foi
incubado por 60 minutos. As laminas foram lavadas com solucdo TRIS 7,4 duas vezes
por 5 minutos. A revelecdo com o cromogeno DAB (3,3¢-diaminobenzidine; Liquid

Dako Dab 7 Sistema de substrato cromégeno, Carpinteria, CA, EUA) foi realizada por 2
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minutos.

A reacdo foi interrompida com 2 banhos de TRIS pH 7,4 por 5 minutos. As
laminas foram contra-coradas com HE por 3 minutos, observadas e fotografadas usando
microscépio optico Leica DML® equipado com uma cadmera DC300F Leica® (Leica
Microsystems, DMLB, Wetzler, Germany), nos aumentos de 400X e 1000X.

A expressdo proteica do EaR, EfSR, PRAB e PRB em cada lamina foi realizada
pela mesma pessoa em 10 campos escolhidos aleatoriamente. Os métodos utilizados
para avaliar a imunocoloracdo foi o nidmero de nucleos corados positivamente em
contagem de 300 células (epitélio glandular) e outras 300 células (estroma uterino) em
aumento de 1000X e, posterior, transformacdo em porcentagem. Para avaliar a
intensidade da imunomarcacdo dos nucleos marcados no endométrio foi utilizado
aumento de 400X e a classificacdo: fraca (até 25% dos nucleos fortemente marcados),
moderada (entre 25% a 75% dos nucleos fortemente marcados) ou forte (acima de 75%
dos nucleos fortemente marcados) (Martin et al., 2008).

Extracdo do RNA, confec¢do do cDNA e gRT-PCR

O RNA total foi extraido das amostras de tecido endometrial utilizando RNeasy®
Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen Incoporation, Valencia, CA), seguindo as instrucoes
do fabricante. A concentracéo e a pureza das amostras de RNA foram determinadas por
espectrofotometria  (Nanodrop® 2000 Espectrophotometer, Thermo Scientific,
Wilmington, EUA) e a razdo A260/A280nm foi superior a 1,8 em todas as amostras
avaliadas.

As amostras de RNA foram tratadas com RQ1 RNase-free DNase (Promega,
Wisconsin, EUA) para eliminar possivel contaminagdo com DNA gendémico. O cDNA
foi confeccionado (volume final de 40 pL) utilizando a enzima ImProm-1I™ Reverse

Transcriptase (Promega® Wisconsin, EUA) e 500 ng de RNA seguindo as
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recomendac0es do fabricante.

Os primers utilizados na quantificacdo relativa da expressdo génica do receptor de
progesterona isoforma AB (PABR) foram previamente descritos (Ulbrich et al., 2003),
enquanto que aqueles utilizados na mensuracao da expressao dos genes do EaR, do ESR
e do OTR foram desenhados no programa Primer Express® v2.0 (Applied Biosystem
Foster City, CA, USA) utilizando como “molde” as sequéncias de RNAm contidas no
GenBank™ para Bos taurus taurus estrogen receptor alfa (NM_001001443.1), Bos
taurus taurus estrogen receptor beta (NM_174051.3) e Bos taurus taurus oxytocin
receptor (NM_174134.2), respectivamente.

Os primers do gene normalizador das reacfes de PCR em tempo real (QRT-PCR),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GaPDH), foram desenhados no programa Primer
Express® v2.0 (Applied Biosystem, Califérnia, USA) utilizando como “molde” a

sequéncia do RNAm contidas no GenBank™

para Bos taurus taurus glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (NM_001034034.1).

Os primers utilizados que foram testados, in silico, em relacdo a especificidade
utilizando a ferramenta BLASTn (Blast/ncbi) contra as sequéncias depositadas no

GenBank™, as quais apresentaram 100% de identidade e foram especificos apenas para

0s seus respectivos alvos (Tabela 1).
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273  TABELA 1. Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados nas reacGes de PCR em tempo real.

Produto
Gene Nome do primer Sequéncia (5" - 37)
amplificado

JP-EaR Forward ACAAGCGCCAGAGAGATGAT

EoR 120 pb
JP-EaR Reverse CCGGGCTGTTCTTCTTAGTG
JP-EBR Forward AGAGTCCTTGGCGTGAAACCAGAT

EAR 114 pb
JP-EBR Reverse AACTGCTCCCACTAGCCTTCCTTT
JP-PABR Forward GAGAGCTCATCAAGGCAATTGG

PABR 227 pb
JP-PABR Reverse CACCATCCCTGCCAAGATCTTG
JP-OXTR Forward CTTCCTCTGCTGCTCATTCC

OTR 119 pb
JP-OXTR Reverse ATCTTCTCTGGCTGGAGCTG
JP- GaPDH Forward TGACCCCTTCATTGACCTTC

GaPDH 120 pb
JP- GaPDH reverse ATGGCCTTTCCATTGATGAC
274
275 A quantificagdo relativa da concentracdo do RNAm dos genes alvos (EaR, ESR,

276 PABR e OTR) foi realizada utilizando o método da curva padrdo relativa previamente
277 descrito (Larionov et al., 2005), utilizando o termociclador em tempo real 7500 Real-
278 Time PCR Systems® (Applied Biosystems, California, EUA) e Master Mix Power
279 Syber Green PCR® (Applied Biosystems, Califérnia, EUA).

280 Cada reacdo (QRT-PCR) foi realizada em duplicata com volume final de 20 pL,
281  que continha 0,2 uM de cada forward e reverse primer, 2 uL de cDNA template, 10 puL
282  (-PCR master mix e 7,2 uL agua livre de nuclease. Adicionalmente, foi realizado em

283  duplicata, em cada placa, o controle negativo (amostra sem cDNA) para cada gene para
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confirmar a auséncia de contaminacao.

As condigdes de termociclagem foram: denaturacgéo inicial a 95°C por 10 min e 40
ciclos a 95°C por 15 s e 60°C por 60 s, em seguida foi realizada a curva de dissociagéo.
A amplificacdo de produtos especificos para cada um dos genes foi confirmado pela
andlise da curva de dissociacao ao final de cada corrida.

A expressdao basal de cada gene alvo foi normalizada pelo gene GaPDH. O
restabelecimento da atividade ovariana e o primeiro ciclo estral apos o restabelecimento
da atividade ovariana foram estudados posteriormente e, a expressao génica de cada
gene alvo no dia da segunda ovulacdo ap0ds a retirada do implante subcutaneo de
Deslorelina recebeu o valor relativo de 1,0 e a concentracdo nos demais momentos foi
normalizada proporcionalmente em relacdo a este momento.

Anélise estatistica

O nudmero de foliculos em cada classe, a presenca de CL, a concentracdo
plasmatica de P, (ng/mL), a expressdo génica e proteica dos receptores endometriais,
além da intensidade de imunomarcacdo destes receptores avaliados pela
imunoistoquimica, foram considerados variaveis dependentes. A comparacdo das
medidas entre os momentos foi realizada através do teste ndo paramétrico de Friedman
e Exato de Fisher pelo BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007) e SPSS 17.0 (Chicago, EUA),
considerando nivel de significancia de 0,05 (p <0,05).

O numero de foliculos observados e a taxa de crescimento folicular foram
calculados por meio da media e desvio padrdo. A relacdo dos resultados entre a
dindmica folicular e expressdo génica e proteica foi analisada pela correlacdo de
Pearson, considerando efeito significativo para p <0,05.

A concentracdo plasmatica de LH e FSH (ng/mL) foram calculadas por meio da

média e desvio padrdo. A pulsatilidade de LH (ng/mL) foi analisada pela obtencdo da
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média e do coeficiente de variacdo necessarios para a posterior confeccdo dos graficos
contendo frequéncia, amplitude e pulsatilidade realizada pelo software GraphPad Prism
verson 4.0 2003.

RESULTADOS

Apbs planejamento da andlise estatistica do projeto, foi determinado que 10
animais eram suficientes para analise dos dados. Sendo assim, no DO foram
aleatoriamente selecionadas 10 vacas entre os 15 animais previamente submetidos a
sincronizacao da ovulacao para receber os implantes subcutaneos de Deslorelina.

Entre os animais experimentais tratados com PGF,,, um ndo apresentou lutedlise e
foi eliminado do estudo. Ao longo do estudo, um animal teve que ser sacrificado apds
sua queda no tronco durante a coleta seriada de sangue a cada 15 minutos por 6 horas
com auxilio da cateterizacdo da jugular para posterior determinacdo dos picos de LH,
que resultou em paraparesia dos membros anteriores, seguida da tetraparalisia e apatia
do animal. Posteriormente, outro animal foi excluido do estudo ap6s o diagnostico de
infeccdo uterina em decorréncia da perfuracdo uterina em virtude da falha no manuseio
da pinca de colheta de biopsia endometrial.

Portanto, 0 experimento permaneceu com 7 animais até o final e ndo foram
observadas ovulacfes durante os 70 dias em que 0s animais permaneceram com O
implante subcutaneo de Deslorelina.

Em virtude do padrédo de crescimento folicular e da analise da dindmica folicular
observada nos animais, ap0s a realizacdo da andlise estatistica, foi preconizada a
ilustracdo dos dados referentes ao nimero de foliculos nos dias 0, 6, 13, 20, 27, 34, 41,
48, 56, 62, 70 (Figura 2).

O numero de foliculos classe | observado nos dias 0, 6 e 13 ap6s a implantacéo da

Deslorelina foi menor que o constatado nos demais dias (p<0,05), sendo que o0 maior
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namero médio de foliculos foi verificado nos dias 56, 62 e 70 (Figura 2).

N&o foi constatada diferenca com relacdo ao nimero médio de foliculos classe Il
(p>0,05) (Figura 2).

O grande namero de foliculos classe 11 foi detectado 27 dias ap0s a implantacéo
da Deslorelina, que diferiu do observado nos dias 0, 6, 48, 56, 62 e 70 (p<0,05) (Figura
2).

N&o houve correlacdo entre as classes foliculares e as demais varaveis do estudo

(p>0,05).
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347 Fig 2. Nimero médio de foliculos classe I (< 0,4 cm), 11 (0,4-0,6 cm) e Il (> 0,6 cm) em vacas Nelore
348 (Bos taurus indicus) durante o periodo de implantacdo subcutanea do agonista de GnRH (Deslorelina-

349 Suprelorin®) por 70 dias. Barras com letras diferem significativamente (p<0,05).

350 Durante os 70 dias de implantacdo da Deslorelina, a taxa de crescimento folicular
351 média por dia foi de 0,08 (£ 0,01) cm e foram constatados dois padrGes de
352 desenvolvimento folicular. Nos primeiros 35 dias, em média nos animais, 0
353  recrutamento de cada onda folicular ocorreu com intervalos de 11 (+ 5) dias, e 0 maior
354  diametro folicular verificado apresentava entre 1,1 a 1,4 cm.

355 Este padrdo de desenvolvimento folicular médio observado durante os primeiros
356 35 dias de implantacdo subcuténea da Deslorelina pode ser pela dinamica folicular da
357  vaca “A” (Figura 3).

358

359

360
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361 Fig 3. Dinamica folicular da vaca A durante os primeiros 35 dias durante o periodo de implantagdo

362  subcuténea do agonista de GnRH (Deslorelina-SupreIorin®) por 70 dias. Foliculos dominantes (FD) e

363  foliculos subordinados (FS).

364 O nimero médio de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular durante
365  0s primeiros 35 dias de implantacdo da Deslorelina foi de 8,12 ( 2,15).

366 Trés animais apresentaram padrdo de crescimento folicular similar durante os
367  primeiros 35 dias do periodo de implantacdo da Deslorelina, sendo que os maiores
368  foliculos atingiram didmetro maximo entre 1,5 e 1,6 cm (Figura 4). Dois animais
369  apresentaram dindmica folicular constituida por foliculos de no méximo 0,8 a 1,0 cm de

370  diametro.
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Fig 4. Dinamica folicular da vaca | durante os primeiros 35 dias durante o periodo de implantacdo
subcutanea do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Foliculos dominantes (FD) e

foliculos subordinados (FS).

Durante os ultimos 20 dias de implantacdo subcutdnea do GnRHa, houve
crescimento folicular com intervalo médio de 10 (+ 4) dias, sendo que a emergéncia
média de foliculos por onda foi de 13,7 (+ 3,86).

Um dos animais apresentou diametro folicular méximo inferior a 0,6 cm,
enguanto que em outros dois animais, foram detectados foliculos com até 0,6 e 0,9 cm.
O padréo de desenvolvimento folicular médio representativo dos animais experimentais
foi mais uma vez o da vaca “A” (Figura 5).

Esta modificacdo na dinamica folicular durante os Gltimos 20 dias do estudo

comparada aos primeiros 35 dias ocorreu em 5/7 (71,42%) animais.
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Fig 5. Dinamica folicular da vaca A durante os ultimos 20 dias durante o periodo de implantacdo
subcutanea do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Foliculos dominantes (FD) e

foliculos subordinados (FS).

Durante a andlise da dindmica folicular ao longo do periodo de implantacdo da
Deslorelina, foi observado em trés (3/7) animais a presenca de foliculos anovulatérios
persistentes maiores que 1 cm por aproximadamente 18 (£ 1) dias, simultaneos ao
recrutamento e selecdo do outros foliculos.

Para verificar o efeito da presenga destes foliculos anovulatorios persistentes
associado ao objetivo de sincronizar a emergéncia de uma nova onda folicular e
relaciond-la ao padrdo de liberacdo de gonadotrofinas justificou a realizacdo da
aspiracdo folicular. Devido a disponibilidade do técnico e do aparelho de ultra-
sonografia necessario para o procedimento, esta foi realizada no D47.

Nos dias 3, 4, 6 e 8, o nivel sérico de P, foi maior que o constatado nos demais
dias, nos quais se manteve abaixo de 0,4 ng/mL (p<0,05) (Tabela 2).

N&o houve correlagdo entre a concentracdo plasmatica de P4 e as demais varaveis

do estudo (p>0,05).
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TABELA 2. Concentracdo plasmatica de P, (média * desvio padrdo) (ng/mL) de vacas Nelore (Bos

tuaurs indicus) durante o periodo de implantacdo subcutdnea do agonista de GnRH (Deslorelina -

Dias apds a implantagéo

Média + desvio

da Deslorelina padrdo (ng/mL)
D3 1,24 +0,05%
D4 1,88 + 1,08
D6 2,43 £ 1,45°
D8 3,56 + 3,76°
D11 0,56 + 0,40°
D19 0,39+ 0,23
D25 0,23+ 0,08°
D32 0,21+ 0,09°
D34 0,07 £ 0,05"
D48 0,06 + 0,05"
D56 0,25 + 0,31
D62 0,36+ 0,21°
D68 0,03+0,01°

valor médio foi de 1,22 (+ 0,11) ng/mL (Figura 6).

do estudo (p>0,05).

N&o houve variacdo quanto a concentracdo plasmatica de LH, mensurada nos dias

4, 20, 27, 37, 42, 61 (p>0,05), ao longo do periodo de implantacdo da Deslorelina, cujo

N&o houve correlacdo entre a concentracdo plasmatica de LH e as demais varaveis
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Fig 6. Média e desvio padrdo da concentracdo plasmatica de LH (ng/mL) em vacas Nelore (n=7) nos D4,
20, 27, 37, 42 e 61 durante o periodo de implantacdo subcutanea do agonista de GnRH (Deslorelina-

Suprelorin®) por 70 dias.

Em virtude da modificacdo do padrdo da dindmica folicular dos animais nos
primeiros 35 dias do periodo de implantacdo subcutanea da Deslorelina comparada aos
ultimos 20 dias, a pulsatilidade e os picos de LH foram determinados nos dias 20 e 62.

Foram escolhidos aleatoriamente 4 dos 7 animais do estudo para posterior
cateterizacdo da veia jugular nos D20 e 62 devido ao tempo necessario para coletar as
amostras sanguineas, manutencdo do cateter em todos animais e o intervalo de 15
minutos entre as coletas, as limitacdes de manejo dos animais, o tipo e tamanho da
estrutura fisica e, ao comportamento inddcil dos animais.

A frequéncia de pulsos de LH observada no D20 e D62 foi, respectivamente 1 (+
0)/6 he 1,25 (x0,5)/6h. Os valores maximos durante os pulsos foram de 1,72 (x 0,24) e

1,24 (£ 0,31) ng/mL, respectivamente.
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O padrao de pulsatilidade da concentragdo plasmatica de LH a partir das amostras

coletadas a cada 15 minutos por 6 horas com auxilio da cateterizacdo da veia jugular no

Vaca B Vaca G

0.0 : : . . . T ) 0.0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 @ 7 0 1 2 3 4 5

Momentos (horas) Momentos (horas)

Vaca H Vaca l

0.54 0.54

0.0 T T T T T T ! 0.0 T T T T T

0 1 2 3 4 h] 6 1 0 1 2 3 4 5

Momentos (horas) Momentos (horas)

D20 das vacas B, G, H e | estdo ilustrados na figura 7.

Fig 7. Concentracdo plasméatica de LH (ng/mL) mensurada a cada quinze minutos por seis horas das
vacas B, G, H e | no D20 durante o periodo de implantacdo subcutdnea do agonista de GnRH

(Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Cada circulo representa um pico de LH.

Ja a concentracdo plasmatica do padrédo de pulsatilidade do LH no D62 durante o
periodo de implantacdo da Deslorelina por 70 dias das vacas A, B, C e | estdo

representados na figura 8.
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Fig 8. Concentragdo plasmatica de LH (ng/mL) mensurada a cada quinze minutos por seis horas das
vacas A, B, C e | no D62 durante o periodo de implantacdo subcutdnea do agonista de GnRH

(Deslorelina-SupreIorin®) por 70 dias. Cada circulo representa um pico de LH.

N&o houve variacdo da concentracdo plasmatica de FSH, mensurada nos dias 4,
20, 27, 37, 42, 61 (p>0,05), ao longo do periodo de implantacdo da Deslorelina, cujo
valor médio foi de 1,58 (+ 0,04) ng/mL (Figura 9).

N&o houve correlagdo entre a concentracdo plasmatica de FSH e as demais

varaveis do estudo (p>0,05).
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Fig 9. Média e desvio padrdo da concentracdo plasmatica de FSH (ng/mL) em vacas Nelore (n=7) nos
D4, 20, 27, 37, 42 e 61 durante o periodo de implantacdo subcutanea do agonista de GnRH (Deslorelina-
Suprelorin®) por 70 dias.

Em virtude da semelhanca da dindmica folicular nos animais e do perfil endocrino
observado durante os 35 primeiros dias do periodo de implantagdo da Deslorelina; e
devido a auséncia de tecido endometrial e/ou quantidade de células do estroma e
epitélio glandular coletados necessérios para realizacdo das técnicas de
imunoistoquimica e qRT-PCR, foram mensuradas a expressdo génica e proteica dos
receptores endometriais nos dias 0, 4, 20 e 27.

A porcentagem de nucleos positivos dos EaR no estroma uterino foi maior no
D27, que ndo diferiu do constatado no DO e D20 durante o periodo de implantacdo da
Deslorelina por 70 dias, mas foi superior que o verificado no D4. No entanto, 0s
resultados obtidos nos DO, D4 e D20 néo diferiram entre si (p>0,05) (Figura 10).

Diferentemente do observado no estroma uterino, o percentual médio de
imunomarcagdo dos EaR no epitélio glandular endometrial ndo diferiu ao longo do
periodo de implantagdo da Deslorelina (p>0,05) (Figura 10).

O percentual médio de imunomarcacdo dos ESR no estroma uterino ndo diferiu

apos a implantacdo da Deslorelina (Figura 10). Do mesmo modo, ndo houve diferenca
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quanto ao percentual medio de imunomarcacdo dos EfSR no epitélio glandular uterino
nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o periodo de implantacdo de Deslorelina (Figura 10).

N&o houve correlacdo entre o percentual de nucleos positivos dos ER no estroma
uterino e no epitélio glandular e, as demais varaveis do estudo (p>0,05).

Com relacdo a expressdo proteica dos PABR e PBR no estroma uterino, foi
constatado que no D27 a porcentagem média de imunomarcacdo destes receptores foi
inferior ao observado nos dias 0, 4 e 20 durante o periodo de implantacdo da Deslorelina
por 70 dias (p<0,05). Vale ressaltar ainda que os resultados obtidos nos DO, D4 e D20
néo diferiram entre si (Figuras 10).

A porcentagem média de imunomarcacdo dos PABR no epitélio glandular
endometrial no DO foi menor que nos demais dias (p>0,05) e diferente do verficado no
D4 (p<0,05). No entanto, ndo foi constatada diferenca entre os dias 4, 20 e 27 durante o
periodo de implantacdo de Deslorelina. Além disso, € importante salientar que o perfil
de expressdo proteica destes receptores no epitélio glandular ao longo do periodo de
implantacdo da Deslorelina diferiu do observado no estroma uterino (p<0,05) (Figura
10).

Com relacdo ao perfil de expressdo proteica dos PBR no epitélio glandular
endometrial, constata-se que o percentual médio de imunomarcacdo destes receptores
no D27 foi menor que o verificado nos demais dias (p>0,05), no entanto, diferiu apenas
do D4, em que se obteve maior percentual (p<0,05) (Figura 10).

N&o houve correlacdo entre o percentual de nucleos positivos dos PR no estroma

uterino e no epitélio glandular e, as demais varaveis do estudo (p>0,05).
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Fig 10. Porcentagem de nucleos positivos do receptor de estrogeno alfa (ExR) no estroma uterino e no

epitélio glandular endometrial, de estrogeno beta (ESR) no estroma uterino e no epitélio glandular

endometrial, de progesterona isoforma AB (PABR) no estroma uterino e no epitélio glandular

endometrial e de progesterona isoforma B (PBR) no estroma uterino e no epitélio glandular endometrial

de vacas Nelore (Bos taurus indicus) nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o periodo de implantagdo subcutanea

do agonista de GnRH (Deslorelina-Suprelorin®) por 70 dias. Barras com letras diferem significativamente

(p<0,05).
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As laminas de imunoistoquimica classificadas de acordo com a intensidade de
imunomarcagdo durante o periodo de implantacdo da Deslorelina por 70 dias
apresentaram somente classificagdo de intensidade moderada e forte para todos os
receptores avaliados ao longo do estudo.

O percentual de amostras de acordo com a classificagdo da intensidade de
imunomarcacao dos EaR, ESR, PABR e PBR no endométrio de vacas Nelore tratadas
com Deslorelina ndo diferiram ao longo do estudo (p>0,05) (Figura 11).

N&o houve correlacdo entre a intensidade de imunomarcacéo classificada como

fraca, moderada e forte e, as demais varaveis do estudo (p>0,05).
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Fig 11. Percentual de intensidade de imunomarcacdo fraca, moderada e forte dos receptores endometriais
de estrogeno alfa (EaR) e beta (EfR), de progesterona isoformas AB (PABR) e B (PBR) de vacas Nelore
(Bos taurus indicus) durante o periodo de implantacdo subcutanea do agonista de GnRH (Deslorelina-

Suprelorin®) por 70 dias.
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Houve aumento da concentracdo de RNAm do EaR no DO, sem contudo, que
fosse observada diferenga quanto a expressao relativa média do RNAm (X fold) do
EoR no endométrico de vacas Nelore (p>0,05), quantificada nos DO, 4, 20 e 27 durante
0 periodo de implantagdo da Deslorelina por 70 dias (Figura 12).

Do mesmo modo, ndo foi detectada diferenca quanto a expressdo relativa média
do RNAm (X fold) do EAR nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o periodo de implantacdo da
Deslorelina por 70 dias (p>0,05) (Figura 12).

Nao houve correlacédo entre a concentracdo de RNAm dos ER e as demais
varaveis do estudo (p>0,05).

Também ndo foi constatada diferenca com relacdo a expressdo relativa média do
RNAm (X fold) do PABR nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o periodo de implantacédo de
Deslorelina por 70 dias (p>0,05) (Figura 12).

N&o houve correlacdo entre a concentracdo de RNAm dos PR e as demais
varaveis do estudo (p>0,05).

A maior expressdo génica dos OTR foi observada no D20 (p>0,05) e, assim como
verificado para os receptores de estrogeno e progesterona, ndo houve diferenca quanto a
expressao relativa media do RNAm (X fold) do OTR nos dias 0, 4, 20 e 27 durante o
periodo de implantacdo de Deslorelina por 70 dias (Figura 12).

N&o houve correlacdo entre a concentracdo de RNAm dos OTR e as demais

varaveis do estudo (p>0,05).
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Fig 12. Expresséo relativa média do RNAm (X fold) dos receptores endometriais de estrdgeno alfa (EaR)
e beta (EfSR), de progesterona isoforma AB (PABR) e de ocitocina (OTR) de vacas Nelore (Bos taurus
indicus) durante o periodo de implantacdo subcutanea do agonista de GnRH (Deslorelina-SupreIorin®)

por 70 dias.

Discusséo

Assim como relatado por Meneghetti et al. (2005), em vacas Nelore, o protocolo
de sincronizacdo da ovulacdo empregado no presente estudo foi eficiente uma vez que
todos os animais estavam ovulados no DO.

Do mesmo modo, durante o periodo em que 0s animais permaneceram com 0
implante subcutaneo da Deslorelina nenhum deles ovulou durante os 70 dias de
implantacéo, provavelmente devido a inibi¢do do pico pré-ovulatério de LH, conforme
observado por D’Occchio et al. (2000) em vacas de origem taurina.

A presenca de foliculos das classes | e Il, ao longo dos 70 dias de implantacao

com Deslorelina, indica que os animais apresentaram dinamica de crescimento folicular
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composta pelas fases de recrutamento e selegdo folicular, caracterizada por foliculos de
0,2 a 0,5 cm, conforme elucidaram Sartorelli et al. (2005) e Gimenes et al. (2008, 2009)
com o estudo acerca da dindmica folicular em Nelore.

J& a presenca de foliculos classe Il até a metade do periodo de implantacdo da
Deslorelina indica que houve o fenébmeno de divergéncia folicular e os foliculos
atingiram diametros compativeis com o tamanho pré-ovulatorio considerado para
animais zebuinos, quando sdo dependentes de LH (Sartorelli et al., 2005).

A alteracdo no padrdo da dinamica folicular na maioria dos animais durante 0s
ultimos 20 dias comparada aos primeiros 35 dias do estudo, sem que fosse determinada
diferenca na concentracdo plasmatica de FSH e LH ao longo do estudo, sugere ha uma
possivel relacdo entre o tempo de implantacdo da Deslorelina e o padrdo de
desenvolvimento folicular em consequencia da diminuicdo do padrdo de liberacdo de
gonadotrofinas apos 35 dias do periodo de implantacdo subcutanea do GnRHa.

O numero médio de foliculos recrutados por onda de crescimento folicular nos
dois padrées diferentes de dinamica folicular observados nos primeiros 35 dias e nos
ultimos 20 dias do estudo, com média aproximada de 8 e 14 foliculos por onda,
respectivamente, foram menores que o relatado pela literatura em animais taurinos (30 a
60 foliculos - Ginther et al., 1996; Carvalho et al, 2008; Sartori et al., 2010) e zebuinos
(15 a 33 foliculos - Buratini et al., 2000; Bastos et al., 2010; Sartori et al., 2010),
durante o ciclo estral normal, e em taurinos no pos-parto (20 foliculos - Flores et al.,
2008), sugerindo que a implantacdo subcutanea da Deslorelina inibiu a liberacdo de
FSH em vacas Nelore.

O menor ndmero de foliculos classe | ap6s a implantacdo da Deslorelina
contrap8e o que foi relatado por Ireland et al. (2007) e Mossa et al. (2010) que, em seus

estudos durante o ciclo estral normal de vacas taurinas, nao observaram diferenca entre
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a quantidade de foliculos recrutados por onda folicular e a concentracdo plasmatica de
gonadotrofinas.

O intervalo médio entre a emergéncia de ondas de crescimento folicular (x 10
dias) corrobora com o observado por Figueiredo et al. (1997) e Sartori et al. (2004)
durante o ciclo estral normal em animais Zebu, e no pos-parto de vacas taurinas (Yavas
etal., 1999; Flores et al., 2008) e zebuinos (Rubio et al., 2010).

Vale ressaltar ainda que a taxa de crescimento folicular diario ao longo dos 70
dias em que as vacas Nelore permaneceram com o implante de Deslorelina foi
semelhante ao constatado por Mantovani et al. (2010) ao analisar protocolos de
sincronizacdo para IATF em animais meio sangue zebuinos e, por Figueiredo et al.
(1996) e Borges et al. (2003) em vacas Nelore, no entanto foi menor que a citada em
novilhas Nelore tratadas com BST (Buratini et al., 2000).

A avaliacdo da dinamica de crescimento folicular em vacas Nelore tratadas com
Deslorelina durante os primeiros 35 dias do periodo de implantacdo sugere que a
liberacdo de FSH e LH, foram suficientes para ocorrer a emergéncia, selecdo e
divergéncia dos foliculos. Este padrdo foi semelhante ao observado por Martin et al.
(2008) em vacas Nelore durante o ciclo estral normal e, em vacas taurinas gestantes
(Ginther et al., 1989b, 1989c; B0 et al., 1995; Okamura & Ohkura, 2007).

Ja nos ultimos 20 dias do periodo de implantacdo, o modelo de desenvolvimento
folicular dos animais sugere que houve supressdo do padrdo de liberagdo pulsatil de LH
necessario ao desenvolvimento do foliculo dominante, bem como o pico pré-ovulatorio
de LH, essencial para a ovulagdo (Cupp et al., 1995; Ambrose et al., 2005), visto que 0s
foliculos ultrapassavam o tamanho de desvio caracterizado por Castilho et al. (2007) e
Gimenes et al. (2008), durante a fase da divergéncia folicular em Nelore (0,6 cm), mas

ndo atingiam o tamanho pré-ovulatorio e ovulavam.
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Os agonistas de GnRH tem maior afinidade a receptores hipofisarios especificos
que o GnRH endodgeno e, sua utilizagdo prolongada culmina com efeitos agudos e
cronicos sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, resultando em downregulation
destes receptores e, a consequente alteracdo no perfil de secrecdo das gonadotrofinas
(D’Occhio et al., 2000). No entanto, 0 aumento na concentragdo plasmatica de LH
imediatamente ap6s a implantacdo da Deslorelina que caracteriza o efeito agudo
ocasionado pelo tratamento com GnRHa, ndo foi constatado em nosso estudo conforme
descrito em animais taurinos por Gong et al. (1996).

Ja o efeito cronico da implantacdo subcutanea da Deslorleina se caracteriza pela
auséncia do pico pré-ovulatério de LH. No entanto, em vacas Nelore submetidas ao
tratamento por 70 dias com GnRHa nédo foi constatado o bloqueio total da secrecdo de
LH, como observado por D’Occhio & Aspeden (1996) em vacas de origem taurina.

A auséncia de ovulages indica, no entanto, que o pico pré-ovulatério de LH, que
é estimulado pelo pico de E;, e é imprescindivel para que ocorra a ovulacdo (Fortune et
al., 2001; Ginther et al., 2001; Okamura & Ohkura, 2007), foi abolido durante todo o
periodo em que os animais permaneceram com o implante subcutaneo de Deslorelina.

Apesar disto, o padrdo de pulsatilidade do LH se manteve, uma vez que, ao longo
de todo estudo, foi constatado o continuo crescimento folicular apos estabelecimento da
divergéncia. Estes resultados diferem, contudo, do observado por Gong et al. (1995,
1996) em novilhas Holandesas tratadas com a buserelina por 30 dias, nas quais o pico e
a pulsatilidade de LH foram abolidos, e sua concentragdo plasmatica permaneceu em
niveis basais.

A concentracdo plasmatica média de LH liberado de forma pulsatil em vacas
Nelore ao longo do periodo de implantacdo da Deslorelina, indica que o tratamento por

70 dias com GnRHa deprimiu a secre¢éo pulsatil de LH, comparado ao padrdo em vacas
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Nelore durante o protocolo de sincronizagdo da ovulagdo (Monteiro et al., 2009). Esta
concentracdo foi maior que a relatada em vacas e novilhas Nelore submetidas ao
protocolo de sincronizacdo da ovulagdo por (Ferraz, 2007) e durante o diestro em vacas
taurinas de corte (Cupp et al., 1995), no entanto foram menores que as relatadas em
novilhas Holandesas durante o protocolo de sincronizagédo do estro (Ambrose et al.,
2005).

Durante a fase do diestro do ciclo estral de vacas Holandesas, os pulsos de LH
ocasionam aumento das concentracdes plasmaticas de P, (Cupp et al., 1995; Ginther et
al., 2011a). Do mesmo modo, Humphrey et al. (1983) durante o pos-parto de vacas
taurinas e Ginther et al. (2011b) em novilhas Holandesas ap6s o inicio do processo da
lutedlise observaram que a baixa pulsatilidade e a frequencia de LH foi acompanhada
por baixa concentracdo plasmatica de P, em novilhas holandesas tratadas com 3 pg/Kg
de antagonistas de GnRH (Aciline) no D15 do ciclo, bem como foi observado em vacas
Nelore tratadas com implantes subcutaneos de Deslorelina durante 70 dias.

Entretanto, a dosagem da concentracao plasmatica de LH a cada 15 minutos por 6
horas em vacas Nelore ndo evidenciou diferenca no padrdo de liberagdo quanto a
frequéncia e amplitude quando comparados os D20 e D62 apds a implantacdo da
Deslorelina. A concentracdo e o numero de picos constatados no intervalo de 6 horas
foram menores que os relatados em vacas e novilhas Nelore durante o protocolo de
sincronizacao da ovulacdo por Maio et al. (2006) e Ferraz (2007).

Com relacdo ao FSH, ndo foi observado a elevada concentracdo plasmatica de
FSH imediatamente apds a Deslorelina, o que caracteriza o efeito da fase aguda do
tratamento com implantes subcutaneos de GnRHa e foi observado ap6s o parto em
vacas de origem taurina (Wiltbank et al., 2002; B6 et al., 2003).

O padréo de crescimento folicular e a presenca de foliculos maiores que 0,4 cm
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indicam que a secrecdo deste horménio ndo foi abolida em vacas Nelore durante o
periodo de implantacdo subcutdnea de Deslorelina por 70 dias, sendo que a
concentragdo plasmatica permaneceu entre 1 e 1,5 ng/mL ao longo de todo estudo, ao
contrario do que foi relatado em novilhas Holandesas submetidas ao tratamento
subcutadneo com Buserelina durante 30 dias, nas quais a secrecdo de FSH foi inibida
apos 30 dias de implantacdo e apresentaram somente foliculos entre 2 e 5 mm de
diametro (Gong et al., 1995, 1996).

Este resultado indica que a administracdo por 30 dias de GnRHa deprime a
liberacdo de FSH pela hipdfise, posteriormente relatada também por D’occhio et al.,
(2000) e Mattos et al. (2001).

No entanto, este efeito crénico da implantacdo subcutdnea do GnRHa nédo foi
comprovado durante as avaliacdes da dindmica ovariana em Nelore tratadas durante 70
dias com implantes subcutaneos de Deslorelina, visto que os foliculos emergiram e
ultrapassaram o diametro de desvio folicular até o tamanho pré-ovulatério, diferente da
dindmica composta exclusivamente composta de pequenos foliculos a partir do D27 em
vacas Holandesas durante o pds-parto tratadas com implantes de Deslorelina por 30 dias
(Silvestre et al., 2009a, 2009b).

Isto pode ser justificado, sabendo que a liberacdo de FSH relaciona-se com a fase
da emergéncia folicular até o fenémeno do desvio, quando o foliculo dominante produz
grandes quantidades de E; e inibina, responsaveis pela inibicdo da secrecdo de FSH pela
hipéfise. Momento em que a concentragdo de FSH passa a ser basal, quantidade
insuficiente para o desenvolvimento dos foliculos subordinados, porém ainda necessario
ao crescimento gradativo do foliculo dominante (Ginther, 2000).

As concentracdes palsmaticas de FSH em vacas Nelore durante a implantacdo

subcutanea da Deslorelina por 70 dias foi menor que a relatada anteriormente por
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Ginther et al. (1996b) durante o periodo de gestagdo e apOs o parto de vacas
Holandesas. Bem como durante o diestro de novilhas Holandesas antes e ap0s a
caracterizacdo do desvio folicular (Ginther et al., 1996a; Ginther, 2000). Entretanto, foi
maior que a concentracdo plasméatica media de FSH (0,42 ng/mL) de novilhas Nelore
antes e apds o fendmeno da divergéncia folicular durante o protocolo de sincronizacéo
do estro (Gimenes et al., 2008).

Ao longo de todo periodo de implantacdo da Deslorelina, a concentracdo
plasmatica de FSH foi maior que a observada durante o crescimento folicular ao longo
do ciclo estral de novilhas Nelore tratadas com BST (Buratini et al., 2000) e que em
novilhas Nelore ao longo da primeira onda de crescimento folicular.

Durante as avaliacGes ultra-sonograficas, foi constatada a persisténcia de foliculos
com didmetro superior a 1,4 cm, que ndo ovularam devido a abolicdo do pico pré-
ovulatorio de LH ocasionado pela administracdo subcutanea da Deslorelina por 70 dias,
mas que ndo entraram em atresia. Estruturas semelhantes foram relatadas anteriormente,
sdo chamadas de foliculos anovulatorios persistentes, que se caracterizam pelo diametro
considerado pré-ovulatorio, que ndo ovulam e podem ou nado interferir sobre o
desenvolvimento dos demais foliculos (Wiltbank et al., 2002).

Em nosso estudo, estruturas semelhantes foram observadas, as quais néo
influenciaram a secrecdo de FSH e, consequentemente, o desenvolvimento de novas
ondas foliculares durante todo o periodo em que as vacas Nelore permaneceram com 0
implante subcutaneo de Deslorelina, indicando que estes foliculos tratavam-se de
estruturas afuncionais, conforme relatado por Hamilton et al. (1995).

A aspiracdo de todos os foliculos no D47 foi realizada com intuito de verificar a
influencia dos foliculos anovulatérios persistentes sobre a dinamica folicular de vacas

Nelore durante o periodo de implantacdo subcutanea da Deslorelina, de sincronizar a
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emergéncia de uma nova onda folicular e a avaliacdo do padrdo de liberacdo das
gonadotrofinas. No entanto, esta ocorreu posteriormente a metade do experimento,
momento em que foi constatada alteracdo abrupta no padrdo da dindmica folicular na
maioria dos animais.

O fato destes foliculos anovulatérios persistentes, anteriormente a aspiracao
folicular, ndo serem capazes de inibir a emergéncia e desvio dos demais foliculos nos
sugere que a sua remocao coincidiu, mas ndo foi fundamental para ocorrer a alteracéo
na dinamica folicular dos animais, por meio da modificacdo do padrdo de liberacdo de
gonadotrofinas e pelo possivel feedback negativo do E, sintetizado por estes foliculos
aspirados no D47.

A hipétese mais provavel é que o tempo de implantacdo subcutanea da
Deslorelina em vacas Nelore € importante para determinacdo do padrdo de secrecdo de
FSH e LH, responsavel pelo perfil de crescimento folicular.

A concentracdo plasmatica de P, a partir do DO até o D8 acima de 1 ng/mL indica
a presenca do CL e esta de acordo com Niswender et al.(1994). Ja a concentracao basal
de P4 no restante do estudo ap6s a inducdo da lutedlise, confirma a auséncia de
ovulacdes em Nelore durante o periodo de implantacdo da Deslorelina e, corrobora com
o verificado em vacas taurinas ap0s o parto tratadas por 30 dias com implantes
semelhantes por Silvestre et al. (2009a) em vacas de leite.

A imunomarcacdo dos EaR, ESR, PAR e PBR no epitélio glandular e no estroma
do endométrio de vacas Nelore foi tdo eficiente quanto o relatado em animais de origem
taurina durante a realizacdo da técnica da imunoistoquimica (Kuiper et al., 1996;
Mosselman et al., 1996; Conneely & Lydon, 2000).

Apos a inducdo da lutedlise no D8 até o fim do estudo, as baixas concentragdes

plasmaticas de P, e a presenca de foliculos em crescimento, responsaveis pela producao
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de E,, favoreceram a elevada expressao proteica de EaR e EAR no epitélio glandular e
no estroma uterino em vacas Nelore durante o periodo de implantacdo subcutanea da
Deslorelina, conforme relatado por meio da técnica da imunoistoquimica em amostras
coletadas no fim do diestro (lutedlise) e o estro em vacas Holandesas (Lamming &
Mann, 1995; Robinson et al., 2001; Mann & Lamming, 2006), no pds-parto de vacas
taurinas (Vesanen et al., 1988) e, durante o estro em vacas Nelore (Martin et al., 2008).
Este fato se justifica uma vez que a expressao proteica dos receptores endometriais de
estrdgeno é regulada principalmente pelas concentracfes plasmaticas de P4 (Boos et al.,
1996; Boos et al., 2000; Goff, 2004; Martin et al., 2008).

Assim como os receptores endometriais de estrégeno, existem dois tipos de
receptores de P4, as isoformas A e B (Fujimoto et al., 1997; Conneely & Lydon, 2000),
que sdo reguladas pela concentracdo plasmatica de P, (Vesanen et al., 1992; Martin,
2005). No entanto, durante o estudo ndo foi possivel verificar diferenca entre a
expressao proteica destas isoformas no tecido endometrial conforme realizado por
Nunes et al. (2007) em tecido mamario de humanos.

O alto percentual de nucleos positivamente marcados dos ER e a alta expressdo do
RNAmM dos OTR, constatados neste estudo, sugerem que a possivel mensuracdo da
expressao proteica dos OTR em Nelore revelaria uma alta expressdo destes receptores,
assim como citado por Tasende et al. (2002) durante o anestro pds-parto de vacas. Estes
autores relataram ainda que a elevada concentracdo plasmatica de E, e a baixa de P,
favorecem a elevada expressdo de ER e de OTR. Segundo alguns pesquisadores, esta
situacdo resulta na lutedlise prematura durante ciclo estral subsequente (Zollers et al.,
1993; Mann et al., 2001; Day, 2004; Goff et al., 2006).

A intensidade de imunomarcacdo dos ER e dos PR ndo variou ao longo do

periodo de anestro em vacas Nelore tratadas com Deslorelina, ao contrario do que foi
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relatado ao longo do ciclo estral de vacas Nelore por Martin et al. (2008). Segundo este
autor, a maior intensidade de imunomarcagéo dos ER e dos PR foi observado durante o
estro e o inicio da fase latea do ciclo, respectivamente, o que ndo foi verificado em
nosso estudo devido a baixa concentracdo de P, ao longo de todo periodo de
implantacéo da Deslorelina, responsavel pela inibigdo da ovulagéo.

A quantificacdo da expressédo relativa do RNAm dos EaR, EfR, PABR e OTR
pela técnica de gRT-PCR no tecido endometrial em Nelore foi eficiente assim como
constatado anteriormente em animais de origem taurina por meio da técnica do gRT-
PCR (Robinson et al., 2001; Schams & Berischa 2002; Ulbrich et al., 2003).

A elevacdo da expressdo do RNAmM dos ER até o D4 em relacdo aos demais dias
experimentais, porém esta ndo diferiu dos demais momentos (p>0,05), como foi
relatado por Robinson et al. (2001), Schams & Berischa (2002) e Bollwein et al. (2010),
que observaram alta expressdo dos ER durante a fase inicial do diestro de bovinos,
momento em que as concentracdes de P, estdo aumentando gradativamente.

Estes mesmos autores constataram elevada expressdo dos ER no fim da fase lutea
do ciclo estral, do mesmo modo como verificado, no presente estudo, ao longo de todo
0 periodo de implantacdo da Deslorelina, quando as concentracGes de P4 estavam baixas
e havia crescimento folicular com consequente producéo de E,.

Mesmo ndo sendo diferente, o periodo em que houve aumento da concentragdo
média de RNAm dos PABR coincidiu com o periodo de viabilidade do CL, padrdo de
expressao génica semelhante ao descrito por Robinson et al. (2001) e Jordan et al.
(2009), que verificaram maior concentracdo génica dos PR entre os dias 6 e 14 do ciclo
estral em vacas Holandesas.

A expressdo relativa média do RNAm dos OTR permaneceu elevada ao longo de

todo o periodo de implantacdo da Deslorelina em Nelore, no entanto, ndo foi constatada
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diferenca comparado aos dias em que o CL estava presente(p>0,05) que corresponde ao
D4, conforme citado por Robinson et al. (2001). Este padréo de expressao dos OTR foi
semelhante durante o estro e lutedlise em vacas Holandesas Robinson et al. (2001) e,
enfatiza a existéncia de correlacdo positiva entre a expressdo dos OTR e as
concentracdes plasmaticas de E, concomitantemente com o crescimento folicular e a
reducdo da concentracdo plasmatica de P,.
Concluséao

O tratamento de vacas Nelore com implantes subcutaneos de Deslorelina
(GnRHa-Suprelorin®), por 70 dias ininterruptos, influencia a dinamica folicular, sem
contudo, suprimir o recrutamento e a selecdo folicular. Inibe a ovulacdo, reduz a
pulsatilidade e amplitude do padrdo de secrecdo de LH, inibe o pico pré-ovulatério de
LH e, mantém elevada a expressdo dos receptores endometriais de estrogeno,
progesterona e ocitocina.
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FISIOLOGIA DO CICLO ESTRAL DA FEMA BOVINA
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RESUMO

No Brasil, cerca de 80% dos 199,7 milhGes de bovinos sdo da raca Nelore (Bos taurus
indicus), que se caracteriza pela rusticidade e o elevada tolerancia ao clima tropical. Estas
caracteristicas favorecem a distribuicdo e criacdo de animais Nelore, em sua maioria, de
forma extensiva. Como nas demais atividades, para a criacdo de bovinos se tronar viavel
economicamente, é necessario o aprimoramento do manejo de criacdo e das biotecnologias
reprodutivas, com intuito de reduzir o intervalo entre partos, o periodo de servico, e
consequentemente obter 1 bezerro/vaca/ano. Deste modo, o longo periodo de anestro e de
restabelecimento da atividade ovariana apds o parto, e o baixo indice de fertilidade no
primeiro ciclo estral subsequente s&o alguns dos fatores que limitam a produtividade e
resultam em significativas perdas econdmicas na bovinocultura brasileira. Ao longo da vida
reprodutiva dos animais domésticos ocorrem oscilagdes na concentracdo plasmatica dos
horménios da reproducdo que, por meio da ligacdo com seus receptores especificos,
promovem a regulacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, com consequente
alteracdes morfologicas e endocrinologicas do trato reprodutivo. Existem, no entanto,
diferencas entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus quanto a fisiologia da reproducdo e
peculiaridades da dindmica folicular. Em zebuinos, as particularidades relacionadas ao
anestro pds-parto, ao ciclo curto e a baixa eficiéncia reprodutiva relacionada ao uso da
primeira ovulagdo pos-parto, decorrente da lutedlise prematura do primeiro corpo luteo, ainda
sdo desconhecidas. O retorno a atividade ovariana pds-parto na vaca ocorre apos 0
restabelecimento da sintese e do estoque disponivel de LH na hipdfise. Isto ocorre em virtude
da deplecéo do estoque de LH durante a gestacdo, em decorréncia do feedback negativo e
prolongado do estradiol (E,)e progesterona (P4) (principalmente P,) sobre o hipotalamo,

diminuindo a liberacdo de GnRH e, consequentemente, a sintese e liberacdo de LH pela hipo-
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fise anterior. Apés o parto, ha diminuigcdo da concentracdo plasmatica de P4, que resulta
no acimulo de LH na hipdfise anterior. A secre¢do de FSH aumenta rapidamente,
suficiente para estimular o recrutamento folicular, enquanto que os pulsos de LH séo
retomados cerca de 20 a 30 dias pos-parto. Deste modo, a compreenséo da fisiologia do
ciclo estral da fémea bovina e dos mecanismos de regulacdo das fun¢des ovarianas e
endometrial por meio do eixo hipotalamico-hipofisario é fundamental para o
desenvolvimento cientifico e aprimoramento biotecnoldgico.

Palavras-chaves: Bovinos, ciclo estral, dinamica folicular, hormonios, receptores.

PHYSIOLOGY OF THE FEMALE BOVINE ESTROUS CYCLE
ABSTRACT

In Brazil, about 80% of 119.7 million of bovines are Nelore (Bos taurus
indicus), which is characterized by hardiness and high tolerance to the tropical climate.
These characteristics favor the distribution and breeding of Nelore animals, mostly, in
extensive form. As in other activities, for the cattle breeding become economically
viable is necessary to improve the breeding management and the reproductive
biotechnologies, aiming to reduce the calving interval, the service period, and
consequently get a calf/cow/year. Thus, the long anoestrus period and ovarian activity
restoration after parturition, and the low fertility rate in the following first cycle are
some of the factors that limit the productivity and result in significant economic losses
in Brazilian cattle rearing. Throughout the reproductive life of domestic animals there
are fluctuations in serum concentrations of reproductive hormones that, by binding to
their specific receptors, promote the regulation of the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis, with subsequent morphological and endocrinological changes in tract reproductive.
There are, however, differences between Bos taurus taurus and Bos Taurus indicus with
regard to the reproductive physiology and follicular dynamics peculiarities. In zebu
cattle, the specifics related to postpartum anoestrus, short cycle and low reproductive
efficieny related to the use of first postpartum ovulation, due to premature luteolysis of
the first corpus luteum, are still unknow. The return to ovarian activity in postpartum
cows occurs after the restoration of synthesis and the available stock of LH in the
pituitary gland. This is due to the depletion of the LH stock during pregnancy, due to
the prolonged negative feedback of E, and P4 (P, mainly) on the hypothalamus,
decreasing the release of GnRH and, consequently, the synthesis and release of LH by

anterior pituitary. After parturition, there is P4 serum concentration reduction, resulting
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in the LH accumulation in anterior pituitary. The FSH secretion increases rapidly
enough to stimulate follicular recruitment, while LH pulses are resumed about 20 to 30
days postpartum. Thus, the understanding the physiology of the female bovine estrous
cycle and the mechanisms of endometrial and ovarian function regulation, through the
hypothalamic-pituitary axis is essential for improving the scientific development and
biotechnology improvement.

Keywords: cattle, estrous cycle, follicular dynamics, hormones, receptors.

FISIOLOGIA DE CICLO ESTRAL DE LA HEMBRA BOVINA
RESUMEN

En Brasil, alrededor del 80% de los 199.7 milliones de bovinos son de la raza
Nelore (Bos taurus indicus), que se caracteriza por la rusticidad y alta tolerancia al
clima tropical. Estas caracteristicas favorecen la creacion y distribucion del Nelore, en
su mayoria, de forma extensiva. Como en otras actividades, para que la creacion de
ganado se convierta en econémicamente viable, es necesario mejorar el manejo de
creacion y de las biotecnologias reproductivas, con el objetivo de reducir el intervalo
entre parto, el periodo de servicio, y en consecuencia obtener un ternero/vaca/afio. Asi,
el largo periodo de anestro y de restauracion de la actividad ovérica después del parto, y
la baja tasa de fecundidad en el primer ciclo estral siguiente son algunos de los factores
que limitan la productividad y conducen a importantes pérdidas economicas en el
ganado bovino en Brasil. A lo largo de la vida reproductiva de los animales domésticos
se producen fluctuaciones en las concentraciones plasmaéticas de las hormonas
reproductivas, que al unirse a sus receptores especificos, promueven la regulacion del
eje hipotalamo-hipofisis-gonadal, con posterior modificaciones morfoldgicas y
endocrinoldgicas en el tracto reproductivo. Hay, sin embargo, diferencias entre Bos
taurus y Bos indicus en la fisiologia reproductiva con respecto a la fisiologia
reproductiva y a las peculiaridades de la dindmica folicular. En cebd, los detalles
relacionados con el anestro posparto, el ciclo corto y a la baja eficiencia reproductiva,
relacionada con el uso de la primera ovulacion posparto, debido a la luteolisis prematura
del primer cuerpo luteo, ain son desconocidos. El retorno a la actividad ovarica en
vacas posparto ocurre después de la restauracion de la sintesis y de la disposicion de LH
en la hipdfisis. Esto se debe al agotamiento de las existencias de LH durante la

gestacion, debido a la retroalimentacion negativa y prolongada de E, e P4
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(especialmente P4) en el hipotalamo, disminuyendo la liberacion de GnRH vy, en
consecuencia, la sintesis y liberacion de LH por la hip6fisis anterior. Después del parto,
la concentracién plasmatica de P4 se reduce, lo que resulta en la acumulacion de LH en
la pituitéaria anterior. La secrecion de FSH aumenta con rapidez suficiente para estimular
el reclutamiento folicular, mientras que los pulsos de LH se repiten entre 20 y 30 dias
después del parto. Asi, la comprension de la fisiologia del ciclo estral de la hembra
bovina y de los mecanismos de regulacion del endométrio y de las funciones ovaricas
por médio del eje hipotalamo-hipdfisis es essencial para el desarollo cientifico y mejora
biotecnoldgica.

Palabras claves: ciclo estral, dinamica folicular, hormonas, receptores.

INTRODUCAO

O rebanho bovino é constituido por aproximadamente 199,7 milhdes de cabecas,
sendo 80% de origem Zebuina, com alto poder de tolerancia ao clima tropical
(adaptabilidade e rusticidade) (1). No entanto, o intervalo entre partos é de 18 meses e 0
periodo de servigo é de 9 meses (2).

O organismo como um todo € regulado pelo sistema nervoso, de forma rapida e
direta, por meio dos prolongamentos nervosos dispostos pelo corpo e, de forma indireta
e lenta, pelo sistema enddcrino que regula a homeostase e as diversas funcdes
especificas, tais como o desenvolvimento folicular ovariano, o comportamento sexual, a
gestacdo, o parto e a lactacao (3,4).

A funcdo reprodutiva durante o ciclo estral € modulada pelo padrdo de secrecédo
e concentracdo serica dos hormoénios da reproducdo por meio dos processos de
retroalimentacdo, bem como pela expresséo génica e proteica dos receptores hormonais
do aparelho reprodutivo e tecidos conexos (5,6).

As particularidades fisioldgicas que acometem estes animais durante a fase do
anestro pos-parto, os fatores que determinam a duracdo desta fase e do primeiro ciclo
estral apds o periodo de anestro (ciclo curto) ainda ndo foram totalmente elucidados.

Neste contexto, pesquisas referentes a fisiologia geral, a forma de regulacao da
funcéo reprodutiva e as reaces do organismo em fases especificas da vida reprodutiva
dos bovinos vém sendo desenvolvidas com intuito de incrementar o uso da biotécnicas

da reproducdo e maximizar a eficiéncia reprodutiva do rebanho nacional.
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CICLO ESTRAL BOVINO
O ciclo estral de fémeas bovinas sexualmente maduras se inicia ap6s a puberdade
sendo interrompido durante a gestacdo e o anestro. Trata-se do periodo compreendido
entre dois episodios de estro ou cio, de duracdo variavel, que apresenta fases distintas
caracterizadas por modificagdes internas e externas no trato reprodutivo feminino, assim
como no comportamento dos animais (7).

Os bovinos sdo animais poliéstricos anuais que apresentam ciclo estral com
duracdo aproximada de 21 (17 a 24) dias e normalmente apresentam 2 a 3 ondas de
crescimento folicular (8,9). Neste animais, o ciclo estral bovino pode ser dividido em
duas fases, baseada nas concentracdes plasmaticas dos hormonios predominantes em
cada uma delas.

A fase folicular, com duracgdo de 3 a 4 dias, compreende 0 proestro e 0 estro e,
tem inicio apds a secrecdo de prostaglandina Fp, (PGF,,) e 0 processo da lutedlise. Se
caracteriza pelo desenvolvimento folicular e predominancia de altas concentracdes
plasmaticas de estradiol (E,), culminando com o pico pré-ovulatorio de horménio
luteinizante (LH) e, a consequente ovulagcdo, que marca o inicio da fase seguinte. A fase
luteal, com duracdo aproximada de 18 a 19 dias, inclui o metaestro e o diestro e, se
caracteriza pelo desenvolvimento do corpo liteo (CL) e pela crescente ou maior

concentracdo plasmatica de P4 (7,10).

DINAMICA FOLICULAR

- FOLICULOS PRE-ANTRAIS
Durante a vida embrionéaria e a pre-puberdade das fémeas, a fase inicial de
crescimento folicular ocorre independentemente de gonadotropinas e termina quando o
foliculo ainda € pré-antral, momento em que sdo dependentes dos fatores de
crescimento, tais como, fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-1), fator de
crescimento transformante (TGF-f), particularmente o fator de crescimento diferencial-
9 (GDF-9) e a proteina morfogenética éssea-15 (BMP-15 ou GDF-9B), activina e fator

de crescimento fibroblastico (FGF) (11).
O desenvolvimento folicular pré-antral depende também da proliferacdo e
diferenciacdo das células da granulosa, processo que ocorre devido a comunicagdo
intercelular através dos processos citoplasmaticos trans-zonais (TZP) (12), que

permitem a passagem bidirecional de ions, metabdlitos, aminoécidos e pequenas
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moléculas reguladoras. Estas extensdes se retraem quando o foliculo atinge o estagio
antral, provavelmente pela agdo do LH (12,13).

O crescimento folicular inicial é estimulado pela agdo sinérgica do kit ligante
(KL) e da BMP-15, enquanto o GDF-9 ¢ secretado tardiamente por o6citos maduros,
promovendo a proliferacéo das células da granulosa e modulacgdo da funcéo do KL (14).

O KL produzido pelas células da granulosa de camundongos e seu receptor
especifico (c-kit), expressos no odcito, formam o complexo c-kit/KL. No foliculo
primordial e primario, este se relaciona com a proliferacéo e sintese de DNA nas celulas
da granulosa, e estimula a diferenciacdo de células do estroma em células da teca
(15,16).

No estagio secundario, o GDF-9 é essencial para o desenvolvimento dos
foliculos, uma vez que potencializa a proliferacdo das células da granulosa (17). A
interagdo entre 0 BMP-15 e 0 KL também é fundamental para o crescimento folicular.
O BPM-15 estimula a expressao do KL, que, por sua vez, inibe a expressdo da BMP-15
(14). Enquanto o GDF-9 inibe a expressdo do KL em células da granulosa de
camundongos (18).

Os mecanismos endocrinos também exercem importante fungdo no
desenvolvimento de foliculos pré-antrais, os quais expressam receptores de IGF-I e
proteinas ligantes de IGFBP-2 e 3, que sdo reguladores da biodisponibilidade de IGFs
extra-ovarianos (19).

O desenvolvimento folicular pré-antral também é regulado de forma paracrina
pela ativina, folistatina, inibina, fator de crescimento epidermal (EGF) e FGF (20). O
FGF-2 é capaz de estimular a ativacdo de foliculos primordiais em culturas de
fragmentos de ovéarios de ratas, e de promover proliferacdo de células da granulosa
(20,21).

- FOLICULOS ANTRAIS

Nos foliculos pré-antrais, ha expressao de receptores para 0 FSH, nas células da
granulosa, e para o LH, nas células da teca. Com isso, se inicia uma fase de
desenvolvimento folicular dependente de gonadotropinas, caracterizada pelo
recrutamento de um grupo de pequenos foliculos (emergéncia folicular) com intervalos
de aproximadamente dez dias, sob a influéncia do FSH secretado apos as fémeas

atingirem a puberdade (7,8).
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Nas células da granulosa, 0 FSH estimula a ativacdo da enzima P450 aromatase,
responsdvel pela metabolizacdo e transformagdo de androgenos em estradiol. A
influéncia do FSH e do estradiol acarreta alteracfes morfoldgicas no foliculo, que passa
a apresentar uma cavidade repleta de liquido em seu interior, sendo chamado de foliculo
antral (7,22).

Entre todos esses foliculos, apenas um continua seu desenvolvimento, o foliculo
dominante, caracterizado pela maior capacidade de produzir 17-estradiol em relacédo
aos demais recrutados no inicio da onda. Os demais foliculos denominados
subordinados comecam a apresentar taxa de crescimento gradativamente menor e
entram em atresia (8).

O momento em que se detecta diferenca entre a taxa de crescimento do foliculo
dominante e do maior foliculo subordinado é denominado de desvio ou divergéncia
folicular que ocorre, respectivamente, 2,7 e 3,8 dias apds a emergéncia folicular, quando
o foliculo dominante possui de 5,4 a 6,1 mm em zebuinos (23) e entre 10 e 12 mm em
Bos taurus taurus (24).

O sistema IGF atua de forma sinérgica com o FSH no processo de divergéncia
folicular e producéo de estrogenos (25). Os IGF-I e Il sdo expressos nas células da
granulosa e da teca, no entanto, o IGF-1I atua de forma paracrina (intraovariana)
enquanto o IGF-1 atua via enddcrina (26).

Os IGFs estimulam a expressdo de seus receptores especificos nas células da
teca e da granulosa, que estdo presentes em concentracdes diferentes quando
comparados foliculos dominantes e subordinados (27). As IGFBPs modulam as
concentracOes disponiveis de IGFs na corrente sanguinea e estdo presentes no fluido
folicular bovino (28).

Apos a divergéncia folicular durante o diestro, fase em que o CL oriundo do
ciclo anterior estd presente e o nivel plasmatico de P4, responsavel pela reducdo da
frequéncia da pulsatilidade de LH, esta alto, ocorre o desvio folicular. No entanto, o
foliculo dominante entra em processo de atresia e se torna anovulatério. A partir desse
momento ocorre a emergéncia de uma nova onda de crescimento folicular (8).

No entanto, se ap6s a divergéncia ocorrer a regressdo luteinica com consequente
diminuicdo da concentracdo plasmatica da P4, 0 foliculo dominante continua o seu
crescimento e secreta grande quantidade de estradiol promovendo o pico ovulatorio de

LH, que desencadeia a ovulacdo e a maturagéo oocitaria (7,25).
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- LUTEINIZACAO

Durante a ovulagdo ocorre a ruptura da membrana folicular composta pelas
células da teca (externa e interna) e da granulosa, e a expulsdo do odcito.
Imediatamente, a parede do foliculo é colapsada e a cavidade invadida por linfa e
sangue dos capilares, que serdo os componentes de uma nova estrutura, 0 COrpo
hemorragico (29).

Subsequentemente, o corpo hemorragico se reorganiza e origina o CL, sob a
influéncia de fatores angiogénicos e mitogénicos (FGF-2, TGF-B, IGF-I, fator de
crescimento semelhante & heparina e fator de crescimento endotelial vascular) (30).

O crescimento do CL ocorre rapidamente a partir da proliferacdo celular e da
diferenciacdo das células da granulosa em células luteinicas grandes, que apresentam
receptores para LH, responsaveis pela sintese das elevadas concentracBes de Py, e das
células da teca remanescentes do foliculo ovulado em células luteinicas pequenas (31).

O CL é primariamente reconhecido pela habilidade em sintetizar e secretar
progestagenos, horménios que estdo relacionados com a manutencdo de um ambiente
adequado ao desenvolvimento embrionario e pela prépria manutencdo do CL durante o
periodo da ovulacdo até a implantacdo, quando ocorre o reconhecimento materno da
gestacdo (31). Além da P4, 0 CL ap6s 10 a 15 dias de vida, produz uma substancia
denominada ocitocina (OT), que juntamente com a P4 e 0 E;,, regulam o fenémeno da
lutedlise (32).

-LUTEOLISE

A regressdo morfologica e funcional do CL ocorre 17 a 20 dias ap6s a ovulagédo
durante o ciclo estral de aproximadamente 21 dias. Este processo é denominado
lutedlise e determina a duragéo do ciclo estral (7).

As concentracdes plasmaticas de E,, P4 e OT estdo relacionadas com a secregédo
de PGF,,, substancia responsavel pela lutedlise, que é secretada pelo endométrio bovino
de maneira pulsatil e mensurada através do metabolito da PGF,, encontrada na
circulacdo sanguinea, a 13, 14 diidr-15ceto prostaglandina (PGFM) (33).

H& relatos de acdo indireta, onde o estradiol proveniente dos foliculos em
crescimento € estimula 0 aumento na concentracdo de receptores endometriais de OT
associada a sensibilizacédo prévia pela P4 no final da fase luteinica. A OT proveniente do
CL ou da neurohipofise, ao se acoplar a estes receptores, estimula a secrecéo
endometrial de PGF,, (34; 32).



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

106

Apos a luteolise, os elevados niveis plasmaticos de E, estimulam os neurdnios
Kiss-1 no centro pré-ovulatorio hipotaldmico, responsavel pela liberacdo de GnRH, que

por sua vez, desencadeia o pico pré-ovulatdrio de LH pela hipéfise (35; 36).

DIFERENCAS ENTRE Bos taurus indicus X Bos taurus taurus

Alguns estudos demonstram que 0s zebuinos apresentam menor fertilidade que
0s Bos taurus taurus. Assim como a espécie de origem européia, 0 Bos taurus indicus
apresenta 2 ou 3 ondas de crescimento folicular durante o ciclo estral (37).

Ha diferencas na dindmica folicular entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus
quanto ao namero de foliculos recrutados. Os zebuinos apresentam maior nimero de
ondas de crescimento foliculares por ciclo estral (38), e menor didmetro do foliculo pré-
ovulatério e do CL (37; 39).

HORMONIOS E RECEPTORES HORMONAIS

O ciclo estral é regulado por mecanismos enddcrinos e neuroenddcrinos
envolvendo, principalmente os hormonios hipotalamicos (horménio liberador de
gonadotrofinas — GnRH), hipofisarios (LH e FSH) e gonadais (E;, P4 € inibina) (3; 7).

De maneira geral, esta regulacdo ¢ efetuada pelas concentracdes plasmaticas dos
horménios protéicos e esterdides circulantes na corrente sanguinea que atingem 0s
diferentes Orgdos alvos de diversas formas (40). Também ocorre regulagdo via
parécrina, que consiste na comunicacdo entre células vizinhas por meio dos produtos
celulares, e autdcrina, que se caracteriza pela producdo de mensageiros quimicos
secretados por células que atuardo sobre elas mesmas ao se unirem a receptores
especificos (7).

A regulagdo da secrecdo dos diversos hormonios ocorre por meio de feedback
negativo, com inibicdo da secrecdo, e positivo, com estimulacdo da secrecdo hormonal.
Sdo0 descritos outros mecanismos de regulacdo, como por meio de reflexos
neuroenddcrinos, evidenciado durante o processo de liberagdo do leite quando o bezerro
realiza estimulacdo mecanica do teto, com consequente, liberacdo de OT e prolactina.
H4 ainda o controle exdcrino, realizado por meio dos feromonios (3).

Para que os hormonios desencadearem suas fungdes no organismo €
imprescindivel a ligacdo com receptores especificos de membrana plasmatica e nuclear,

que normalmente s&o proteinas ou glicoproteinas (7; 36).
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O LH e FSH exercerem sua fungdo por meio da ligacdo com os receptores
especificos na membrana plasmatica, seguida da penetracdo nas células-alvo onde se
ligam aos seus receptores citoplasmaticos especificos (3; 7).

Enquanto os hormonios esterdides penetram pela membrana citoplasmatica, o
complexo esteroide-receptor citoplasmatico é transferido para o nucleo, onde se liga aos
receptores especificos na cromatina. Segue-se a sintese de RNA polimerase e a
producdo de RNA mensageiro. Assim, a capacidade de sintese de proteina por uma
célula ocorre ap6s 30 minutos da interacdo inicial entre o ester6ide e o receptor
citoplasmatico (7; 41).

-HORMONIO LIBERADOR DE GONADOTROFINA

O GnRH é um decapeptideo sintetizado por células neuroenddcrinas na area preé-
dptica do hipotalamo, e apds ser liberado sob a forma de pulsos, atinge a adenohipdfise
através do sistema porta-hipotalamico-hipofisario, desencadeando a secrecdo do FSH e
LH (35).

A ligacdo do GnRH aos receptores especificos de membrana ativa as proteinas
G, que por sua vez ativam a enzima adenilciclase, responsavel em transformar ATP em
AMPc (2° mensageiro) no citoplasma. Este segundo mensageiro ativa quinases
proteicas, desencadeando a formacéo de novas proteinas. As proprias concentracfes do
GnRH regulam a expressao dos receptores de GnRH (GnRHR) hipofiséarios (7; 36).

O sistema circulatdrio envolvido nesse processo é conhecido como sistema porta
hipotalamico-hipofisario, composto por uma rede de capilares. O GnRH ¢é secretado
pelo centro ténico hipotalamico em resposta aos baixos niveis de LH ou FSH (feedback
positivo) e sua liberacdo provoca aumento da secrecdo dos hormonios hipofisarios.(3;
7).

-GONADOTROFINAS

A secrercdo do FSH e o LH pelas células da pituitaria anterior (Adenohipofise) é
regulada pelo feedback positivo e negativo e pela concentracdo plasmaética dos
horménios gonadais (7).

A principal funcdo do FSH na fémea € promover o crescimento dos foliculos,
que sdo responsaveis pela producdo de estradiol. O pico de estradiol é seguido pelo pico
pré-ovulatério de LH, imprescindivel ao processo ovulatorio, que acarreta a formacao

do CL por meio da luteinizagdo das células da granulosa e da teca (3).
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A formacdo do complexo FSH/receptor de FSH (FSHR) desencadeia uma série
de processos no interior das células da granulosa, que incluem aumento da produgéo de
fluido folicular, expressdo de novos receptores de membrana para LH e FSH e das
juncbes comunicantes GAP, estimulo da atividade da enzima aromatase P450 e da
sintese de estradiol a partir de andrdgenos sob agédo sinérgica das células da teca e
granulosa (3).

As concentracdes de RNAmM de FSHR estdo presentes em maior quantidade nas
células da granulosa foliculares nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 do ciclo estral, e no CL nos
primeiros dias ap6s ovulacgdo (42; 3).

Os receptores para LH (LHR) estdo presentes nas células da teca e da granulosa
dos foliculos e no CL dos bovinos Esses receptores desencadeiam a sintese de
androgenos a partir do colesterol e a formacgdo de novos receptores para LH (3; 7).

Os LHR das células da granulosa parecem estar relacionados a dominancia
folicular. Durante a fase de desvio folicular, 0 aumento dos receptores para FSH, nas
células da granulosa do foliculo dominante, e dos receptores para LH, nas células da
teca interna, estimula a expressdo de receptores de LH nas células da granulosa e,
consequentemente, o aumento na producdo de estradiol pelo foliculo pré-ovulatério
(26).

Ap0s o pico de FSH e o declinio dos niveis circulantes deste horménio, ocorre a
atresia dos foliculos subordinados recrutados no inicio da onda de crescimento folicular
(43). A partir de entdo ocorre o fendbmeno da divergéncia ou desvio folicular, definida
como o inicio da mudanca nas taxas de crescimento entre o foliculo selecionado
(dominante - FD) e os demais (subordinados - FS) (24).

Apesar do mecanismo preciso para a selecdo do foliculo dominante ndo estar
completamente elucidado, sabe-se que o fendmeno do desvio envolve 0 LH e a
expressao de seus receptores pelo maior foliculo, bem como os IGFs (25).

Neste momento, o foliculo dominante apresenta didmetro em torno de 8,5 mm
em animais Bos taurus taurus (44) e de 6,0 mm em Bos taurus indicus (23), quando este
foliculo passa a ser LH dependente, até que ocorra a ovulagdo ou a atresia (24).

Austin et al. (45) relataram que o futuro foliculo dominante produz maiores
concentracdes de estradiol e possuem baixos niveis de IGFBP comparado aos foliculos
subordinados. Associado a isto, a selecdo folicular estd relacionada a queda
momentanea da concentracdo plasmatica de FSH, decorrente do feedback negativo

promovido pelo E; proveniente do maior foliculo, capaz de manter seu desenvolvimento
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apesar da queda na secrecdo de FSH. A partir deste momento, o desenvolvimento deste
FD se torna dependente dos niveis séricos de LH (44; 28).

A expressao do LHR foi observada por meio do PCR em células da granulosa de
foliculos antrais com 8 mm, obtidos de fémeas Nelore, exclusivamente apos a selecédo
do FD que ocorre aos 6 mm nesta espécie (46; 23).

Os LHR presentes no CL elevam-se até o 5° dia, permanecendo em
concentracdes elevadas até os dias 15 e 17. A deteccdo génica para 0 mesmo receptor

apresentou comportamento semelhante no decorrer do ciclo estral (47,48).

-FATORES ANGIOGENICOS

Durante o ciclo estral, ocorrem mudancas na vascularizacao do trato reprodutivo
quanto ao tamanho e morfologia, as quais desencadeiam alteracfes funcionais e
estruturais (49). O processo de crescimento vascular no organismo é denominado de
angiogénese, essencial para nutricao, regulacdo endocrina da reproducao, crescimento e
diferenciacéo celulares (50; 51).

A circulagdo sanguinea intra-ovariana e endometrial € caracterizada por redes
capilares que permitem a manutencdo dos niveis séricos das gonatropinas, fatores de
crescimento, de E, e da P, para as diversas estruturas presentes no decorrer do ciclo
estral (52).

A funcdo e a sintese ciclica dos fatores angiogénicos ao longo do tempo e a
forma de controle que caracteriza o trato reprodutivo feminino sugerem a existéncia de
uma relacdo entre a angiogénese e a reproducdo. Este fendmeno ocorre por meio dos
componentes angiogénicos e anti-angiogénicos de forma paracrina, sendo responsaveis
pela neovasculariazacdo, proliferagdo celular, estimulagdo e inibicdo do
desenvolvimento folicular (53).

O controle da angiogénese € realizado por fatores endégenos moduladores. As
familias dos fatores de crescimento endoteliais vasculares células-especificas (fator de
crescimento endotelial vascular — VEGF -, fator de permeabilidade vascular — VPF - e
angiopoitinas — 1 e 2) e seus receptores foram detectados no trato reprodutivo feminino,
sendo relacionados com a selecdo e maturacao foliculares, a ovulagédo e as modificagoes
endometriais. Além de que sdo mediadores dos horménios reprodutivos na

vascularizagdo endometrial (54).
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O VEGF é um fator pré-angiogénico e, juntamente com 0S Seus receptores
tirosina kinase (FIkI/KDR - VEGF/R1 e FItl1 - VEGF/R2), estimulam a angiogénese
nos foliculos e no CL (55).

Os foliculos pré-antrais ndo possuem vascularizacéo propria, portanto dependem
da circulagdo presente no estroma ovariano. Quando o antro é formado, surge uma rede
capilar nas camadas interna e externa da teca, que fornecem aos foliculos fatores de
crescimento, gonadotrofinas, oxigénio e substancias precursoras esteroidais (56; 51).

Durante o desenvolvimento folicular, had formacdo de uma rede vascular na
camada das células tecais e, no momento da ovulagdo, observa-se a separacdo das
camadas formadas pelas células da teca e da granulosa, concomitante ao aumento da
angiogénese (53).

Em humanos, a hipoxia estimula a expresséo do VEGF, do VPF e da
angiopoetina 2. Observa-se uma intensa imunomarcacdo de VEGF na camada das
células da teca de foliculos saudaveis e a minima marcacdo nas células da granulosa. Ha
grande expressdo génica de VEGF em CL jovens de ratos, enquanto a angipoetina 1
surge quando o CL esta maduro, contribuindo com a sua manutencdo. A angiopoetina 2
possui 0S mesmos receptores que a angiopoetina 1 no ovario, no entanto, sua expressao
€ maior durante a fase inicial de maturacdo do CL e exerce agdo sinérgica ao VEGF, os
quais antecedem a funcdo exercida pela angipoetina 1 (53; 54).

As maiores atividades angiogénicas foram observadas na porcdo apical da
camada capilar interna de foliculos com tamanho mediano e nas por¢des média e basal
das camadas capilares internas de foliculos dominantes de bovinos. A degeneragédo
capilar foi observada principalmente na camada vascular de foliculos pequenos e de
foliculos antrais médios (57).

As células da teca e da granulosa dos foliculos pré-ovulatorios, e as células
luteas grandes e pequenas, apresentam grande expressao génica de VEGF em ratos e,
VEGFA em bovinos (50,58). A angipoetina 2 possui acao sinérgica ao VEGFA, assim
como com o VEGF, que apresenta grande expressao génica nas células tecais e na zona
pellcida de foliculos pré-ovulatérios (57; 59).

Entretanto, em foliculos atrésicos de ratos ndo se observou a expressao génica de
VEGF, mas foram detectados genes codificadores para angipoetina 2 na celula da
granulosa, assim como em corpos luteos velhos (53; 54), uma vez que as acdes

paracrina e autocrina do VEGF e do VEGFA impedem a apoptose das células da
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granulosa, que age como um agente citoprotetor para as células endoteliais por induzir a
formac&o de proteinas antiapoptéticas em ratos (51) e em bovios (50).

O VEGF tem sua expressao estimulada pelos IGFs, TGFs, EGFs e inter-leucinas
(ILs), bem como pelo Oxido nitrico, que por sua vez, estimula a esteroidogenese e a
proliferacéo celular (51).

Ao longo do ciclo, o Utero sofre diversas modificacBes. A expressao génica de
VEGF é maior no epitélio glandular e aumenta rapidamente a partir de estimulos

realizados pelo estradiol (54).

-ESTROGENOS E RECEPTORES DE ESTROGENO

Entre os estrégenos, o 17p-estradiol é o de maior importancia para a reproducao
e predomina em animais domésticos ndo gestantes e gestantes. O estrogeno € produzido
pelo cortex adrenal e pelas células da granulosa de foliculos ovarianos, principalmente
apos a fase de desvio folicular, por meio do processo catalitico de aromatizacdo de
androgenos pela enzima aromatase citocromo P450 (60; 61).

A dinamica folicular de bovinos ao longo do ciclo estral acarreta um perfil
oscilatério de producdo de E;, devido ao crescimento e atresia de diversos foliculos em
cada uma das ondas foliculares, até a ovulacdo (24). O FD é considerado o principal
responsavel pela producdo total de E,. Este € liberado de maneira pulsatil e atinge a
concentracdo plasméatica maxima momentos antes da ovulacédo (44).

Sinergicamente com a P, agem para possibilitar o crescimento de glandulas
uterinas e mamarias. O periodo de estro é caracterizado por elevados niveis de
estrogenos, que estimulam o crescimento uterino por meio da interagdo com seus
receptores e, 0 consequente aumento dos processos sintéticos dentro das células. Outros
efeitos incluem o desenvolvimento fisico das caracteristicas sexuais secundarias
femininas, o controle da liberacdo de hormonios hipofisarios, potencializagdo dos
efeitos da OT e PGFs sobre as contracdes uterinas e auxilio no processo de implantagédo
(3).

O estrogeno estimula o crescimento e a secre¢do das glandulas endometriais
momentos antes da implantacdo necessarios para manutengdo do zigoto, o crescimento
dos ductos nas glandulas mamarias quando atua sinergicamente com a P4, atividade
secretora no oviduto (favorece a sobrevivéncia do oocito e espermatozoide), inicia a
receptividade sexual, regula a secre¢do de gonadotrofinas (pico de LH pela hipofise

anterior para ovulagéo) (7).
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Além disso, o estrogeno é epiteliotrofico, promove anabolismo das proteinas e
relaciona-se com a expressao dos receptores de OT no endométrio, 0s quais constituem
0 complexo hormonio receptor com a OT secretada pelo CL, que estimulam a liberagdo
de PGF,, pelo atero gravidico ou ndo gravidico, desencadeando em ambos 0s casos a
regressao do CL (7).

Quando produzido na presenca do FD, é responsavel pelo feedback negativo ao
FSH e pela retroalimentacdo positiva ao LH que, na auséncia de Py, induz o pico pré-
ovulatério de LH e também o comportamento de estro (62; 63).

As altas concentracfes plasmaticas de E, e a auséncia de P, sinalizam a
maturacdo folicular, que desencadeia a expressdao do comportamento de estro e o pico
pré-ovulatorio de LH, essencial para a ovulacdo do FD (64; 29).

Além de participar na regulacdo da secrecdo do FSH, o E; esta relacionado com
importantes fungbes autdcrinas e paracrinas, tais como a proliferacdo celular (65), o
aumento da atividade da enzima aromatase citocromo P450, 0 aumento na expressao
dos LHR e FSHR nas células da granulosa de bovinos (66), e a maior sensibilidade do
foliculo dominante aos hormonios FSH e LH (67).

Foi observado que durante o inicio da fase luteinica, a concentracdo de P, é
baixa e a de E, é alta, resultando em maior frequéncia dos pulsos de LH. Durante o
terco médio da fase luteinica, entre o 11° e 13° dias do ciclo estral, periodo em que a
concentracdo de P, é alta e a de E;, é baixa, foi observada menor frequéncia dos pulsos
de LH em relagdo ao inicio ou ao final da fase luteinica (68).

Apo0s a luteolise, ha diminuicdo dos niveis de P4 e elevacdo na concentracéo e
frequéncia dos pulsos de LH. Diversos estudos demonstraram que o padrdo de secrecdo
da P4 e do E; esté4 inversamente relacionado, e é determinante no controle da frequéncia
dos pulsos de LH (68; 69).

No entanto, o E; isolodamente ndo é capaz de ativar a resposta do endométrio e
ocasionar a lutolise a partir das injecdes de OT em vacas e ovelhas ovariectomizadas
(5), devido ao efeito inibitdrio do E, nos receptores de OT na auséncia da sensibilizagdo
prévia pela P4 (70; 71)

O inicio da lutedlise é determinado pela prévia sensibilizacdo endometrial pela
P, oriunda do CL ao longo do ciclo estral, que associado a crescente producédo de E,
pelos foliculos, causam uma grande estimulacdo na producdo de receptores de OT e

producdo de PGF,, pelo Gtero em bovinos e ovinos (72; 73).
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A funcdo do estrégeno é desencadeada no organismo em tipos celulares
especificos do ovario e do Utero ap6s a formacdo do complexo hormoénio estrégeno-
receptor de estrogeno (E,/ER), promovendo a ativagdo gendmica e proteica, as quais sao
reguladas basicamente pelo E; e pela P4 (48; 74).

Atualmente, foram relatados no endometrio e CL dois tipos de ER com
importancia para a regulacdo da funcéo reprodutiva de bovinos, a (EaR) (75) e S (ESR)
(76).

Os receptores de E; possuem maior expressao no endométrio durante os dias 0 e
5 do ciclo, mediado pelos altos niveis plasmaticos do E, proveniente do FD, associado
as baixas concentracGes séricas de P4 apos a lutedlise (74).

Apo6s a ovulacdo, a P, proveniente do CL recém formado, gradativamente
promove a diminui¢do das concentracdes endometriais dos ER que alcancam o0s seus
menores valores por volta do 17° dia do ciclo estral (diestro) (77).

Em ratos o EaR regula a diferenciacdo, a proliferacdo celular e possui maior
expressao no tecido endometrial (75). Em bovinos, o EaR teve maior expresséo durante
a fase luteal inicial e decresceu significativamente durante a fase luteal tardia (48).

Os EAR na maioria das espécies estdo presentes em maior concentracdo no
tecido ovarico e estdo intimamente relacionados com a liberacdo de GnRH (78) e, em
bovinos, ndo varia ao longo do ciclo estral (48). Em humanos, ha relatos que as células
endometriais estromais possuem maior concentracdo de ESR, os quais apresentam

maior afinidade por E; e estriol (79).

-PROGESTAGENOS E RECEPTORES DE PROGESTERONA

A P, é responsavel pelo crescimento das glandulas endometriais, crescimento
I6bulo-alveolar das glandulas mamarias, atividade secretora do oviduto e das glandulas
endometriais responsavel pela nutricdo do zigoto, evita a contratilidade do utero durante
a gestacdo e regula a secrecdo de gonadotrofinas. A funcao luteal determina a duragédo
fisiologica do ciclo estral e garante a manutencdo da prenhez (7).

A concentracdo plasmatica de P4 aumenta progressivamente a partir do segundo
dia apds a ovulacdo até atingir seu platd por volta do oitavo dia do ciclo, o qual é
mantido até o dia quinze, quando comeca a declinar até atingir niveis basais por volta
dos dias 15 a 18, caracterizando a lute6lise (37).

H& relatos de que o LH estimula o CL a secretar P, ap6s a ligagdo com seu

receptor e ativagédo da adenil ciclase, a qual sintetiza AMPc, um mensageiro intracelular
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responsavel por ativar enzimas envolvidas na sintese de P4 (80). A P4 inibe a apoptose
nas células luteais pelo mecanismo dependente dos receptores de progesterona (PR),
visto que a lutedlise estrutural € um pré-requisito para o inicio da apoptose em células
endoteliais do CL bovino (81).

Existem duas formas de PR: isoformas A (PAR) e B (PBR). O PAR esta
intimamente relacionado ao desempenho e as patologias reprodutivas e, sua expressao
tem correlacdo negativa com o PBR na espécie humana (82; 83; 84). Ambas isoformas
estdo presentes no trato reprodutivo feminino durante o ciclo e possuem atividades
transcricionais diferentes, sendo que a isoforma A parece realizar papel modulador sob
a expressdo dos ER, PR e receptor de ocitocina (OTR) no sistema reprodutivo mais
importante que o PBR (85).

No endométrio e na glandula mamaria, o estrégeno sensibiliza as células para a
acao da P4, promovendo a expressdo do PR (74; 86). No dia 13 do ciclo estral de vacas
Nelore, a concentracdo proteica de PR no endométrio foi menor comparada aos demais
dias do ciclo, ainda quando as concentracfes plasmaticas de P, oriundas do CL
permaceceram elevadas (74).

Estes receptores estdo expressos nos foliculos durante todo o ciclo estral de
bovinos. No fim do ciclo estral, as baixas concentracdes plasmaticas de P4, associada as
concentracdes plasmaticas crescentes de E, oriundas do FD, ocasiona o aumento dos
OTR, reducéo dos PR e ER no endométrio (87).

Aparentemente no CL, a expressdo do PR é coordenada pela propria P4 € 0 pico
de LH induz a expressdo destes RP. Em bovinos, estdo presentes no CL, nas células
luteas grandes e pequenas de vacas gestantes e ndo-gestantes apos 48 horas da ovulacao,
no entanto, em menores quantidades quando comparadas as concentragdes encontradas
em foliculos (88).

O uso da técnica de RT-PCR determinou a maior expressao de RNAm para o PR
no tecido luteal bovino durante o estagio inicial. Houve menor expressdo destes durante
a fase luteal tardia e apds a regressdo do CL (48). Porém, os niveis de RNAm
mantiveram-se durante a regressao luteal enquanto as células PR positivas na técnica de

imunocitoquimica declinaram em primatas (89).

-OCITOCINA E RECEPTORES DE OCITOCINA
Outro horménio produzido pelo CL formado ap6s 10 a 15 dias da ovulacéo é a

OT, um hormdnio polipeptideo produzido também pelos neurénios hipotalamicos,
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armazenado e liberado pela neurohipofise, relacionada as contragdes uterinas peri-parto
e pela ejecéo do leite durante a amamentagéo. Possivelmente, suas funcées relacionam-
se com a luteolise por meio das PGFs (7; 48).

A expressdo dos OTR no endométrio de bovinos é regulada pelo proprio
horménio OT, pelas concentracdes plasmaticas de E; e P4, e seus respectivos receptores
(90). As elevadas concentraces de P, proveniente do CL na metade da fase luteal,
quando ha baixo nivel plasmatico de E,, acarretam gradativa reducdo das concentracdes
endometriais dos ER que alcangam menores valores por volta do 17° dia do ciclo estral
em animais de origem taurina e zebuina (90; 74).

Em animais Bos taurus taurus, a P, possui efeito dominante sob o utero, pois
inibe a sintese de OTR na primeira metade do ciclo estral (90). Na metade da fase luteal,
ha diminuicdo dos PR, o que permite a acdo do estrégeno produzido pelo foliculo
dominante e estimula a hipofise e o CL a secretar OT para ligar-se aos seus receptores
endometriais. A formacdo deste complexo horménio-receptor desencadeia a liberacédo
de PGF,, pelo Utero, indispensavel para o processo de lutedlise (91).

Momentos antes da ovulacdo, as altas concentracdes de E, secretadas pelo
foliculo pré-ovulatério resultam no decréscimo dos OTR, e posteriormente a secrecdo
de P4 pelo CL, insensibiliza o endométrio & OT durante os primeiros dias do proximo
ciclo estral (92).

Desta forma, os OTR variam pouco durante o ciclo estral, exceto pelo periodo
compreendido entre os dias 15 e 17, quando estdo presentes em maior concentracéo,

evento relacionado com a luteolise (90).

-PROSTAGLANDINA

As PGFs sdo substancias organicas derivadas do acido aracddnico, e estdo
presentes em diversos tecidos e situacdes biologicas. Especificamente relacionadas com
a reproducdo, de acordo com sua estrutura e funcdo podem ser divididas em: E e F (7).
Em geral, provocam contracbes ou relaxamento das células musculares lisas em
diversos orgdos. A série F, especificamente a F,,, produzida pelo endométrio, é a de
maior importancia para a reproducdo em ruminantes e esta relacionada com o processo
da lutedlise. A regressdo funcional precede a regressao morfoldgica do CL (38).

Com o adjunto de formulas sinteticas, as aplicacbes exdgenas de PGFs
permitiram a aceleracdo da involucdo uterina, a modulacdo da defesa uterina, e a

utilizagdo em protocolos de sincronizagéo do estro (93).
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CONSIDERACOES FINAIS

O ciclo estral da fémea bovina e a dindmica do desenvolvimento folicular sdo
regulados de maneira endocrina, paracrina e autdcrina, por fatores angiogénicos, de
crescimento, pelas gonadotrofinas, pelos hormonios esterdides e seus receptores. Apesar
do grande numero de estudos, ainda sé&o desconhecidos fendmenos que interferem na
eficiéncia reprodutiva dos animais.

O adjunto das técnicas que envolvem a biologia molecular e a compreensao dos
mecanismos reguladores do ciclo estral normal permitem o esclarecimento que
determinam alteracdes no ciclo estral bovino, como por exemplo o anestro pds-parto, a
baixa eficiéncia reprodutiva relacionada ao uso da primeira ovulacdo pos-parto e a
lutedlise prematura do primeiro corpo luteo, que ndo permite que ocorra 0

reconhecimento materno da gestacao.
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