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RESUMO 

 

OLIVEIRA, M. L. Efeito do ambiente endócrino periovulatório na expressão 
gênica do endométrio durante a primeira semana do ciclo estral em bovinos: 
biossíntese e sinalização de eicosanoides. [Effect of the periovulatory endocrine 
milieu on endometrial gene expression during the first week post-estrus in cattle: 
eicosanoid biosynthesis and signaling]. 2013. 133 f. Dissertação (Mestrado em 
Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São 
Paulo, 2013. 
 

Os esteroides ovarianos modulam a expressão de importantes moléculas no 

endométrio de fêmeas bovinas, incluindo os eicosanoides. Os eicosanoides 

sintetizados pelo endométrio controlam uma gama de eventos reprodutivos. A 

hipótese do presente estudo é que a síntese de eicosanoides pelo endométrio no 

sétimo dia pós-estro é regulada pelo ambiente endócrino periovulatório. Objetivou-se 

mensurar a expressão gênica de 23 proteínas envolvidas na síntese, transporte e 

sinalização de eicosanoides e quantificar uma série de eicosanoides no útero de 

vacas de corte com diferentes perfis hormonais peri-ovulatórios no início do diestro. 

O crescimento folicular foi farmacologicamente manipulado para que resultassem 

grupos apresentando folículo pré-ovulatório e corpo lúteo grande (F/CLG; n=11) ou 

pequeno (F/CLP; n=11). Vacas Nelores multíparas, não lactantes, pré-sincronizadas, 

receberam (F/CLG) ou não (F/CLP) uma dose de PGF2α e um dispositivo de 

progesterona, juntamente com benzoato de estradiol. A remoção dos dispositivos de 

liberação de progesterona e aplicação de PGF2α foi realizada 60 a 42 horas antes 

da indução da ovulação no grupo F/CLG e entre 48 a 30 horas no grupo F/CLP. A 

ovulação foi induzida (GnRH; 10μg) no D0. Amostras de sangue foram obtidas entre 

os dias D-2 a D0 e D0 a D7 para mensuração das concentrações de estradiol os 

dias progesterona, respectivamente. No dia 7, tecidos e lavados uterinos foram 

coletados. Em comparação ao grupo F/CLG, os animais do grupo F/CLP 

apresentaram folículos pré-ovulatórios e CL menores que resultaram em menores 

concentrações de estradiol e progesterona, respectivamente (P<0,5). A 

quantificação dos transcritos foi feita por qPCR. A abundância dos genes PTGES, 

AKR1C3, AKR1C4, CBR1, PTGIS e ALOX12, foi maior para os animais do grupo 

F/GLG, e PLA2G10 foi menor no mesmo grupo quando comparado com o grupo 

F/CLP (P<0,10).  A concentração de metabólitos foi mensurada no tecido 

endometrial (pg/g) e lavado uterino (ng/mL) por espectrometria de massas. Maiores 



concentrações do metabolito 9-HETE foram encontradas no tecido endometrial do 

grupo F/CLP (P<0,05). Comparações entre médias foram determinadas pelo teste t 

de Student. Conclui-se que diferentes concentrações de estradiol (proestro) e 

progesterona (início do diestro) foram capazes de modular a expressão de genes 

relativos à síntese de eicosanoides, sem influenciar as concentrações dos 

eicosanoides no endométrio e lavado uterino de fêmeas bovinas no sétimo dia do 

ciclo. 

 

Palavras-chave: Estradiol. Progesterona. Ácido araquidônico. 



ABSTRACT 

 

OLIVEIRA, M. L. Effect of the periovulatory endocrine milieu on endometrial 
gene expression during the first week post-estrus in cattle: eicosanoid 
biosynthesis and signaling. [Efeito do ambiente endócrino periovulatório na 
expressão gênica do endométrio durante a primeira semana do ciclo estral em 
bovinos: biossíntese e sinalização de eicosanoides]. 2013.  133 f. Dissertação 
(Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo, 2013. 
 

Ovarian steroids modulate the expression of important molecules on bovine 

endometrium, including eicosanoids. The eicosanoids synthetized by the 

endometrium control many reproductive processes. The hypothesis of this study is 

that the eicosanoids synthesis by the endometrium on day seven after the estrous is 

regulated by the periovulatory endocrine milieu. The aims of this study were (1) to 

measure the expression of 23 genes that encode proteins involved in eicosanoids 

synthesis, transport and signaling and (2) to quantify eicosanoids on beef cows 

uterus exposed to different periovulatory hormonal profiles. Follicular growth was 

pharmacologically manipulated to generate two groups presenting large or small 

preovulatory follicle and corpus luteum (LF/CL and SF/CL respectively; n=11/group). 

Cyclic, non-lactating Nelore cows received two injections of cloprostenol (PGF2α; 

0.5mg; i.m.) 14 days apart. Ten days later (D-10), cows received a P4-releasing 

device along with estradiol benzoate (2mg; i.m.). To modulate the growth of the 

preovulatory follicles, on D-10, animals received PGF2α (LF/CL) or not (SF/CL). The 

P4-releasing devices were removed and PGF2α injected 60 to 42 hours before the 

ovulation induction in the LF/CL group and 48 to 30 hours before the ovulation 

induction in the SF/CL group. Ovulation was induced with buserelin (GnRH; 10μg; 

i.m.) on D0. Plasma was obtained for measurement of estradiol concentrations from 

D-2 to D0 and from D0 to D7 for progesterone measurements. On D7, the animals 

that ovulated in response to GnRH were slaughtered and uterus flushing and 

endometrium were collected. Differences between group means were determined by 

student′s t test. Animals from LF/CL group presented larger preovulatory follicles, 

corpus luteum, estradiol and progesterone levels when compared to animals from 

SF/CL group (P<0.1). The quantification of the transcripts was performed by qPCR. 

PTGES, AKR1C3, AKR1C4, CBR1, PTGIS and ALOX12 were more abundant and 

PLA2G10 was less expressed in the endometrium from animals from LF/CL when 



compared to SF/CL (P<0.10). Metabolites concentration was measured by mass 

spectrometry in endometrial tissue (pg/g) and uterine flushings (ng/mL). The 

metabolite 9-HETE was more abundant on uterine flushings from animals with SF/CL 

(P<0.05). Different concentrations of estradiol (proestrous) and progesterone 

(beginning of diestrous) modulated the expression of genes related to eicosanoids 

synthesis, but it did not affect eicosanoids levels in the endometrium and uterine 

flushing in beef cattle on day 7 of the estrous cycle. 

 

Keywords: Estradiol. Progesterone. Araquidonic acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A pecuária de corte brasileira tem recebido grande atenção mundial devido ao 

modelo de criação extensiva com significativo potencial de incremento da produção. 

O Brasil encontra-se na posição de maior exportador mundial de carne bovina e 

detém o segundo maior rebanho de bovinos, contando com 212,8 milhões de 

cabeças, ficando atrás apenas da Índia com um rebanho não comercial 1,5 vez 

maior (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATÍSTICA - IBGE, 2011). 

As raças zebuínas (Bos indicus) compreendem cerca de 80% do rebanho de 

bovinos no Brasil. A raça nelore corresponde a 90% desta parcela e se destaca por 

sua capacidade de produção e adaptação às condições ambientais do Brasil 

(ABIEC, 2011). Os países em desenvolvimento são os maiores compradores de 

carne in natura do Brasil, correspondendo a 71% do total exportado em 2011 

(ABIEC, 2011). A diminuição do desemprego, aumento do poder aquisitivo, 

crescimento econômico e populacional em países em desenvolvimento, além do 

aumento da demanda mundial por alimentos, aponta para a importância em expandir 

a produção para atender o aumento da demanda interna e externa por carne bovina 

(FEDOROFF et al., 2010). 

Apesar do grande potencial da pecuária nacional, os EUA são os maiores 

produtores mundiais de carne bovina com uma produção de 11.946 toneladas, 

seguidos pelo Brasil, segundo no ranking, produzindo 9.771 toneladas em 2011 

(ABIEC, 2011). No panorama da pecuária de corte, o mais importante fator limitante 

aos aumentos na produção é a baixa eficiência reprodutiva nas operações de cria, 

onde a taxa de desfrute do rebanho nacional é de aproximadamente 18% (ABIEC, 

2006). Em comparação, os norte americanos desfrutam cerca de 35% do seu 

rebanho (USDA, 2007). Neste contexto, a Inseminação Artificial em tempo fixo tem 

sido usada como estratégia para maximizar as taxas de serviço, inseminando 100% 

dos animais possíveis de serem inseminados, obtendo-se 100% de taxa de serviço 

(número de animais disponíveis para reprodução que são efetivamente 

inseminados). Tal estratégia incrementa o potencial reprodutivo do rebanho por 

eliminar a necessidade de observação de cio e ainda permitir a utilização de vacas 

que não estejam ciclando, atingindo por volta de 50% de taxas de prenhez à 

primeira inseminação (MADUREIRA et al., 2003). 
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Apesar dos satisfatórios resultados, as taxas de concepção à primeira IA 

dificilmente são maiores que 60% em vacas de corte e 30% em vacas leiteiras de 

alta produção, indicando que uma proporção importante de fêmeas inseminadas 

falharam em se tornar prenhes. De fato, 20 a 40% das falhas de concepção são 

devidas à mortalidade embrionária que ocorre nas três primeiras semanas de 

gestação (VANROOSE; DE KRUIF; VAN SOOM, 2000). Desta forma, o incremento 

das taxas de concepção (número de animais gestantes/número de animais 

inseminados) nas criações de gado é um ponto chave na determinação da 

lucratividade na atividade pecuária e, portanto, se faz necessário um amplo 

entendimento da fisiologia do ciclo reprodutivo das fêmeas bovinas neste período 

especifico.  

O ciclo reprodutivo de fêmeas bovinas é caracterizado por duas fases 

distintas marcadas pela dominância de dois hormônios esteroides. Na fase folicular 

o estradiol (E2) é produzido pelo folículo ovulatório e durante a fase lútea a 

progesterona (P4) é produzida pelo corpo lúteo. Sabe-se que folículos ovulatórios 

com maior diâmetro tem maior capacidade de produzir de E2 (SÁ FILHO et al., 

2010) e que o tamanho deste folículo é positivamente correlacionado com o 

tamanho do corpo lúteo (CL) formado a partir de sua ovulação e com a capacidade 

deste CL de produzir P4 (VASCONCELOS et al., 2001; PERES et al. 2009). A 

modulação do ambiente uterino causada pela exposição sequencial do endométrio 

predominantemente aos esteroides ovarianos P4-E2-P4 durante o diestro – proestro 

- metaestro/diestro, respectivamente, é fundamental para garantir a sobrevivência 

embrionária no período pré-implantação (MILLER et al., 1977). Além disso, sabe-se, 

que os esteroides exercem controle da expressão de moléculas com funções 

reprodutivas importantes, por exemplo, na expressão de receptores endometriais 

(receptor de progesterona – PGR; receptor de estradiol – ESR e receptor de 

ocitocina – OXTR) essenciais ao controle do ciclo estral (MCNEILL et al., 2006). 

Pesquisas realizadas com análises globais de expressão gênica e proteica no 

endométrio de fêmeas bovinas mostraram que houve expressão diferencial entre 

animais apresentando maiores ou menores concentrações de progesterona 

(FORDE, NIAMH et al., 2012). Além disso, foram elucidados efeitos benéficos da 

progesterona no desenvolvimento embrionário durante o início do diestro em 

experimentos utilizando P4 exógena (CARTER et al., 2008). Forde et al. (2011), 

também evidenciaram os efeitos positivos da progesterona no desenvolvimento de 
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embriões bovinos no dia 7 do ciclo estral (FORDE, et al., 2011). Mais importante, em 

experimento conduzido por Demetrio et al., 2007, observou-se correlação positiva 

entre as concentrações de P4 no dia 7 e a probabilidade de concepção em fêmeas 

bovinas (DEMETRIO et al., 2007). 

Na presente dissertação objetivou-se estudar os eicosanoides, moléculas 

derivadas do metabolismo do ácido araquidônico, que incluem as prostaglandinas 

PG, prostaciclinas (PGI2), leucotrienos (LT) e tromboxanos (LTB). Os eicosanoides 

participam de uma gama de eventos reprodutivos, como ovulação, luteólise, 

manutenção da gestação, implantação, parto entre outros (WEEMS; WEEMS; 

RANDEL, 2006). Mais importante, sabe-se que a síntese e função de tais moléculas 

são moduladas por esteroides sexuais (GOFF, 2004). Contudo, há poucas 

informações a respeito do controle dos esteroides sobre a síntese destas moléculas 

no útero de fêmeas bovinas durante o diestro inicial. 

Devido à importância reprodutiva dos eicosanoides e a participação dos 

hormônios esteroides no controle expressão e síntese de moléculas no endométrio, 

foram estudados os efeitos de menores ou maiores concentrações endógenas de E2 

e P4 sobre a via de síntese, sinalização e metabolismo dos eicosanoides pelo 

endométrio de vacas nelore no dia 7 do ciclo estral (Figura 1).  
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Figura 1 - Via de Síntese, Sinalização e Metabolismo de Eicosanoides 

 
Fonte: (OLIVEIRA, M. L., 2013). 
Legenda:  Via de síntese, sinalização e metabolismo de eicosanoides: a enzima fosfolipase A2 (PLA2) 

libera o ácido araquidônico (AA) da membrana fosfolipídica e este pode ser convertido a 
prostanoides pelas  cicloxigenase 1 e 2 (PTGS1 e PTGS2) à PGH2 que é o precursor de 
todos os prostanóides. A PGH2 é convertida pelas enzimas PGE sintases (PTGES1, 
PTGES2 e PTGES3), PGF sintase (AKR1B1, AKR1C3, AKR1C4 e CBR1) PGD sintase 
(PTGDS), PGI sintase (PTGIS) e TXA1 sintase (TBXAS1) nos produtos PGE2, PGF2α, 
PGD2, PGI2, e TXA2, respectivamente. Após produzidas, as PGs atravessam a membrana 
plasmática passivamente ou por transporte facilitado pela proteína transportadora 
membrana SLCO2A1. Uma vez no exterior das células, as prostaglandinas podem se ligar, 
especificamente, aos seus receptores de membrana PTGER1 a 4, PTGFR, PTGIR, PTGDR 
e TBXAR2. As prostaglandinas E2 e F2α podem entrar na célula alvo utilizando  proteína 
transportadora (SLCO2A1) onde podem ser inativadas pela enzima PGDH. Finalmente, por 
mecanismos de sinalização intrácrinos, a PGI2 e a PGD2, podem se ligar ao receptor 
nuclear PPAR. Alternativamente, o AA pode ser convertido por enzimas lipoxigenases 
(LOX). As enzimas ALOX12 e ALOX15 permitem a síntese de ácidos 
hidroxieicosateraenóico, enquanto atividade da enzima ALOX5 resulta na síntese de 
leucotrienos. Os produtos da via das lipoxigenases também promovem seus efeitos 
biológicos em receptores nucleares da família PPAR. Por outro lado o metabólito 9-HETE 
sintetizado por atividade de peroxidases. 
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2 HIPÓTESE 

 

 

A síntese de eicosanoides pelo endométrio no sétimo dia pós-estro é regulada 

pelo ambiente endócrino periovulatório. 

 

 

 

3 OBJETIVOS 

  

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar o efeito do ambiente endócrino periovulatório sobre a expressão 

gênica da via de biossintese dos eicosanoides e a concentração de eicosanoides no 

endométrio de fêmeas bovinas no dia sete do ciclo estral. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

 Testar o efeito do ambiente uterino sobre a abundância de transcritos de 

genes relacionados à síntese, transporte e sinalização de eicosanoides no 

endométrio utilizando PCR em tempo real. 

 Testar o efeito do ambiente uterino sobre a concentração de eicosanoides 

presentes no lavado uterino e tecido endometrial por técnica de 

espectrometria de massas (Lipidômica-MS/MS). 
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4 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

4.1 ÁCIDO ARAQUIDÔNICO (AA), FOSFOLIPASE A2 (PLA2) E 

CICLOOXIGENASES (PTGS1 E PTGS2). 

 

 

4.1.1 Via de sinalização 

 

 

O ácido araquidônico (AA) é o mais importante precursor de eicosanoides. A 

enzima fosfolipase A (PLA) possui a importante função de liberar AA, armazenado 

na membrana plasmática, por hidrólise na posição sn-2. As PLA2 são consideradas 

as enzimas da primeira linha na síntese de eicosanóides. São conhecidas três 

famílias de fosfolipases: PLA2s (PLA2 secretória), cPLA2 (PLA2 citosólica) e PLA2i 

(PLA2 independente de Cálcio). A família cPLA2 é composta por 3 isoformas 

cPLA2α, cPLA2cβ e cPLA2γ, que apresentam elevada homologia entre suas 

sequencias gênicas (IRABAYASHI; HIMIZU, 2004).  

Após clivagem pela ação das PLA2, o AA livre no citosol é oxigenado por 

enzimas ciclooxigenases. Existem duas isoformas de ciclooxigenases - 

Prostaglandina Endoperóxido H Sintase 1 (PTGS1) e PTGS2. A PTGS1 é uma 

enzima expressa de forma constitutiva nos tecidos, enquanto a expressão de 

PTGS2 é modulada por estímulos celulares. Ambas isoformas da PTGS possuem a 

função de converter o AA em Prostaglandina G2 (PGG2). Subsequentemente, 

peroxidases realizam a redução de PGG2 à Prostaglandina H2 (PGH2), conhecida 

como o principal substrato predecessor na síntese de todos os prostanóides 

(SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000). Assim, cada prostanóide é sintetizado a partir 

da PTGS2, por atividade de enzimas específicas de síntese de prostaglandinas, 

prostaciclinas e tromboxanos. 
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4.1.2 Importância no contexto da reprodução animal 

 

 

A cPLA2 é a principal enzima que dá inicio ao metabolismo do AA. Sua 

atividade consiste em clivar AA dos fosfolipídios de membrana. Tal função é 

primordial para o desempenho de atividades reprodutivas, uma vez que é a enzima 

de maior relevância em respostas originadas por estímulos celulares que levam à 

síntese de prostaglandinas (MURAKAMI; KUDO, 2002). Pesquisas realizadas com 

camundongos knockout para a PLA2 têm mostrado que esta enzima é essencial 

para o adequado funcionamento de processos reprodutivos, uma vez que observou-

se hipo-expressão da PTGS2, redução das concentrações de PGE2 levando a 

falhas no parto e redução na prole (BOSETTI;  WEERASINGHE, 2003).  

As ciclooxigenases (PTGS) são enzimas essenciais para a síntese de 

prostaglandinas pelas células endometrais. Parent et al. (2003), adicionaram doses 

crescentes de inibidores de ciclooxigenases em cultivo de células epiteliais do 

endométrio bovino com ou sem adição de AA e ocitocina. Todos os inibidores 

utilizados levaram a uma inibição com padrões semelhantes e dose dependentes, 

tanto para PGE2 e PGF2α. Contudo, os tratamentos utilizando inibidores e AA ou 

ocitocina levaram a uma maior intensidade de inibição da síntese de PGF2α que de 

PGE2, enquanto a PGE2 foi menos inibida quando foi adicionado AA ao meio. Ainda 

neste mesmo experimento observou-se que no cultivo de células endometriais com 

doses crescentes de ocitocina ou de AA observou-se aumento na síntese de 

PTGS2, e consequentemente aumento das concentrações de PGE2 e PGF2α, 

evidenciando que a enzima PTGS2 está intimamente relacionada com a síntese de 

PGs (PARENT; VILLENEUVE; FORTIER, 2003). 

Anteriormente, em outro experimento utilizando inibidores de ciclooxigenases, 

observou-se que baixas concentrações do inibidor de PTGS RS-57067 provocou 

aumento da ativação de PTGS1, porém este feito não foi observado em PTGS2 

(SWINNEY, 1997). Além disso, um efeito cooperativo entre as quantidades de 

substrato e a ativação de PTGS1 na síntese de prostaglandinas foi evidenciado por  

Swinney (1997). 

Identificaram-se falhas na ovulação, fertilização e implantação em fêmeas de 

camundongos manipuladas para se obter o silenciamento gênico de PTGS2, 

indicando a importância desta enzima nos processos reprodutivos (LIM et al., 1997). 
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No entanto, o silenciamento de PTGS1 não ocasionou tais falhas reprodutivas. 

Portanto essa enzima aparentemente não é crucial nestes eventos. 

Contraditoriamente, outras pesquisas com silenciamento de PTGS1 em 

camundongos, mostraram atraso no início do parto, menor desenvolvimento do 

concepto, falhas no parto e ausência de sobrevivência da prole (GROSS et al., 

1998). 

Yu et al. (2005) mensuraram as concentrações de prostaglandinas presentes 

no tecido uterino de camundongos manipulados geneticamente para expressar os 

fenótipos PTGS1Neo/Neo (controle negativo) e PTGS1-KO, e de camundongos não 

manipulados geneticamente (controle negativo; WT). Assim, entre todos os animais, 

a concentração de PGF2α, PGE2 e PGD2 foi maior nos camundongos WT (normais) 

e entre os animais com fenótipo manipulados, os animais PTGS1Neo/Neo 

apresentaram maiores concentrações de prostaglandinas comparado ao PTGS1-KO 

que correspondeu ao grupo com as menores concentrações de PGs. Também foi 

observado que animais com baixa expressão ou ausência de expressão de PTGS1 

são férteis, porém apresentam atraso na gestação. Além disso, também foi 

observado que a administração de aspirina (inibidor de PTGS) em camundongos 

normais também resultou em atraso na gestação (YU et al., 2005). 

 Coletivamente, as enzimas PTGS1 e PTGS2 estão relacionadas com a 

síntese de diferentes PGs em momentos específicos do ciclo reprodutivo em 

diferentes espécies.  

 

 

4.1.3 Controle por Esteroides 

 

 

A PLA2 é produzida em elevadas concentrações na placenta de humanos no 

momento do parto e sua inibição leva à diminuição de mais de 80% das 

concentrações de P4 (LAPPAS; RICE, 2004). 

Pesquisas realizadas por Kowalik et al. (2009) mostraram os efeitos dos 

esteroides sob a expressão gênica e proteica de PTGS2 em células endometriais 

bovinas coletadas entre os dias 14 e 16 do ciclo estral. Em tais células, a incubação 

com P4 por 4 horas ou 6 horas não foi capaz de alterar a expressão de RNAm e 

proteína da PTGS2. Em células endometriais e em células miometriais bovinas, 
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resultados semelhantes foram obtidos (SLONINA et al., 2009). Contudo, em 

explantes endometriais de suínos foram observados efeitos estimulantes da adição 

de esteroides (E2 e P4) na expressão de PTGS2 (BLITEK et al., 2010). 

 

 

4.2 PROSTAGLANDINAS (PGE2, PGF2α e PGD2) 

 

 

4.2.1 Via de sinalização 

 

 

Como relatado na sessão anterior, sintases específicas e isomerases 

catalisam a conversão da instável PGH2 às distintas PGs. Existem três isoformas de 

enzimas de síntese de PGE2 (PTGES), duas isoformas microssomais (PTGES1 e 

PTGES2) e uma citosólica (PTGES3). Todas as isoformas de PTGES estão 

associadas a ambas ciclooxigenases na síntese de PGE2, entretanto apresentam 

maior afinidade por PTGS2 (MURAKAMI; KUDO, 2004) 

As enzimas pertencentes à família aldo-ceto redutase (AKR) AKR1B1, 

AKR1C3 e AKR1C4, convertem a PGH2 em PGF2α (GAUVREAU et al., 2010). 

Contudo, outras PGs podem servir de substrato para a síntese de PGF2α. Por 

exemplo, a PGD2 pode ser convertida pela AKR1B1 ao metabólito 9α,11βPGF2 e a 

PGE2 ser transformada pela CBR1 em PGF2α (KANKOFER; WIERCIŃSKI, 1999; 

KANKOFER; WIERCIŃSKI; ZERBE, 2002). 

Atualmente foram identificadas duas sintases de PGD2 distintas: enzima L-

PGDS (lipocalina) e H-PTGDS (hematopoiética). Ambas possuem a capacidade de 

converter PTGS2 em PGD2. (GABLER et al., 2009).  

Após a síntese das PGs estas são levadas para o meio extracelular onde 

podem se ligar a receptores específicos. As PGs são transportadas por enzimas 

carreadoras de ânios orgânicos pertencentes à família OA1 (SLCO2A1). Assim, as 

prostaglandinas podem deixar a célula via membrana celular de forma passiva, ou 

por meio de transporte facilitado pela família de carreadores de proteínas 

multidrogas resistente (MRP; MRP1, MPR2, MPR3 e MPR4), ou ainda serem 

sequestradas do meio extracelular para o interior da célula por meio de proteínas 

transportadoras (SCHUSTER, 2002). Contudo, a SLCO2A1 e MPR4 são os 
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principais carreadores de prostaglandinas avaliados em pesquisas envolvendo o 

transporte de PGs em bovinos no âmbito reprodutivo ( BANU et al., 2003; BANU et 

al., 2005; LACROIX-PÉPIN et al., 2011). 

As proteínas transportadoras de prostaglandinas foram identificadas em 

várias espécies, sendo que SLCO2A1 (proteína transportadora de prostaglandina da 

espécie bovina) foi encontrada em abundância no pulmão, indicando ter função 

importante no metabolismo de PGs. Adicionalmente, este transportador de PGs 

apresenta grande afinidade por PGE2, PGF2α e PGD2, porém possui baixa 

afinidade pelo ácido araquidônico. As prostaglandinas PGF2α, PGE2 e PGD2 

possuem receptores específicos compostos por sete domínios transmembrana 

acoplados a proteína G, localizados na superfície externa da membrana celular 

(KANAI et al., 1995).  

 A PGE2 possui quatro subtipos de receptores (PTGER1, PTGER2, PTGER3 

e PTGER4) com que ocasiona diferentes efeitos celulares. Os receptores PTGER2 e 

PTGER4 estão ligados à proteína Gs (estimulante), e após ativados estimulam a 

liberação de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc). Em bovinos foram 

identificadas mais quatro isoformas de PGER3 (EP3A, EPB, EPC e EPD). Estas 

isoformas apresentam elevada especificidade ao seu agonista e estão ligadas a três 

tipos de proteínas G que permitem diferentes formas de sinalização intracelular. 

Desta forma, a sinalização destes receptores ocorre tanto por respostas 

estimulantes como inibitórias sob o AMPc, assim como pela mobilização do cálcio 

intracelular e de inositol trifosfato (IP3) quando ativados (COLEMAN; SMITH; 

NARUMIYA, 1994). Logo, os efeitos biológicos da PGE2 dependerão do tipo de 

receptor expresso. Assim como os receptores de PGE2, o receptor de PGD2 ativado 

estimula a adenilato ciclase, via proteína G. Contudo, o receptor de PGF2α (PGFR) 

induz aumento da mobilização intracelular de cálcio por mecanismo independente de 

IP3 (NARUMIYA; SUGIMOTO; USHIKUBI, 1999). Assim esta variedade de 

receptores e suas especificidades, aliada às diversas isoformas de PGs possibilitam 

uma ampla diversidade de respostas biológicas. 

Por fim, a prostaglandinas são metabolizadas por enzimas 

hidroxiprostaglandina desidrogenase (HPGD). Este processo se inicia pela remoção 

da dupla ligação entre os carbonos 13,14,dihidro-15-ceto PGs (PGMs) por ação da 

enzima 13,14-prostaglandina redutase (PRG-1) originando os metabólitos 13, 14-

dihidro- 15-ceto PGF2α (PGFM)  e 13, 14-dihydro-15-ceto PGE2 (PGEM). Contudo, 
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a PGD2 ser metabolizada em PGs das séries ou J (PGJ2, Delta 12 PGJ2, 15-deoxy-

delta-12,14PGJ2) ou F (9α,11βPGF2; isômero de PGF2α) (SAITO; TSUDA; 

MICHIMATA, 2002). 

 

 

4.2.2 Importância no contexto da reprodução animal 

 

 

As prostaglandinas e seus receptores estão presentes em uma gama de 

tecidos e possuem variadas funções. Concernente aos órgãos reprodutivos, esta 

classe de eicosanoides são pontos críticos em variados eventos reprodutivos 

englobando a ovulação, reconhecimento materno da gestação, implantação, parto, 

luteólise e prenhez (WEEMS; WEEMS; RANDEL, 2006).  

 É notória a importância da PGF2α no desencadeamento da luteólise e início 

de um novo ciclo em uma grande variedade de espécies (POYSER, 1995). Além 

disso, a PGF2α é fundamental para o desencadeamento do parto e está envolvida 

no aumento da contratilidade e vasodilatação endometrial. Por outro lado, a PGE2 é 

conhecida por apresentar efeitos opostos à PGF2α, caracterizada por seus efeitos 

luteotróficos, promove diminuição da contratilidade e vasodilatação no endométrio 

(HELLIWELL; ADAMS; MITCHELL, 2004)  

A PGE2 é considerada uma das principais prostaglandinas envolvidas no 

sucesso da implantação em camundongos. Assim, observaram-se elevadas 

concentrações de PGE2 associadas às enzimas PTGS2 e PTGES1 no local de 

implantação no útero de camundongos (KENNEDY; GILLIO-MEINA; PHANG, 1973 

PARK; PILLINGER; ABRAMSON, 2006).  

Diferente da PGE2, a PGF2α tem sido relacionada à diminuição do sucesso 

gestacional. Por exemplo, em trabalho realizado com uso exógeno de PGF2α 

demonstrou-se que os embriões bovinos em estágio de desenvolvimento de mórula 

a blastocisto expandido (dias 5-8) são mais susceptíveis aos efeitos negativos desta 

prostaglandina (SEALS et al., 1998). Scenna et al. (2005) mostraram que a 

manipulação inadequada do útero no momento da transferência de embriões pode 

provocar a liberação de prostaglandinas causando efeitos tóxicos aos embriões 

(SCENNA et al., 2005). Contudo, a PGE2 e PGF2α são consideradas de grande 

importância no reconhecimento e manutenção da gestação (CHALLIS et al., 2002).  
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Entre as prostaglandinas, a PGD2 é o principal mediador químico liberado por 

mastócitos em processos inflamatórios, promove dilatação vascular local, 

permeabilidade vascular e quimiotaxia de linfócitos Th2 e eosinófilos (SAITO; 

TSUDA; MICHIMATA, 2002). Em machos a PTGDS é amplamente pesquisada em 

sêmen de bovinos e está relacionada com a qualidade do sêmen de touros 

(GERENA et al., 1998). Entretanto, a PTGDS está presente no trato reprodutivo 

feminino e em células do sistema imune. Em virtude das funções imunológicas da 

PGD2 e PGE2, estas prostaglandinas têm sido estudadas no endométrio de fêmeas 

bovinas portadoras de endometrite (GABLER et al., 2009; HERATH et al., 2009). A 

PTGDS e PTGES3 apresentaram concentrações 4 e 2 vezes maiores em vacas com 

endometrite subclínica que vacas saudáveis, respectivamente. De maneira similar, 

elevadas concentrações de PTGDS foram encontradas no endométrio de vacas 

portadoras de endometriose subclínica (GABLER et al., 2009).  Entretanto, apesar 

da participação de PGE2 em processos imunológicos, os receptores PTGER2 e 

PTGER4 não foram diferencialmente expressos no endométrio de vacas portadoras 

de endometrites e vacas saudáveis (HERATH et al., 2009). PGDS foi avaliada 

durante todo o ciclo estral de vacas. A expressão da PGDS foi três vezes maior 

durante a primeira semana (dia 1-5) e durante toda a fase lútea permaneceu baixa 

(GABLER et al., 2009). Além disso, foram obtidas baixas concentrações de PGD2 

em lavados endometriais realizados nos dias 12, 15 e 18 do ciclo estral de vacas 

prenhes e vazias (ULBRICH et al., 2009). Contudo, a função biológica da maior 

presença desta enzima no início do ciclo estral de fêmeas bovinas ainda não foi 

esclarecida. 

A expressão de proteínas transportadoras de prostaglandinas como a 

SLCO2A1 aumenta entre os dias 13 e 18, no endométrio ipsolateral ao CL, 

indicando que esta proteína pode atuar no transporte de PGF2α no momento da 

luteólise (BANU et al., 2003). Além disso, maiores concentrações de SLCO2A1 

foram encontradas no útero e anexos placentários de vacas durante a gestação em 

comparação ao ciclo estral, sugerindo sua participação no transporte de PGs nos 

tecidos materno-fetais e no metabolismo de PGs durante a prenhez (BANU et al., 

2005).  

Os receptores de PTGER2 são abundantes no útero e na placenta e sua 

inativação em camundongos resulta na redução da ovulação, fertilização e 

implantação, indicando que o mesmo possui função importante na fertilidade de 
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fêmeas (KENNEDY et al., 1999).  Durante a fase proliferativa, a inibição de PTGER2 

e PTGER4 levou à inibição da invasão de células imortalizadas endometriais e 

estromais de humanos (LEE et al., 2011). Os receptores PTGER2, PTGER3 e 

PTGFR foram diferencialmente expressos entre o endométrio e os anexos 

plancentários. Entretanto o repcetor PTGER4 não foi expresso no endométrio nem 

em anexos placentários em amostras coletadas entre 50 e 250 dias da gestação em 

bovinos.  Tal observação indicou que existem diferentes formas de sinalização pela 

PGE2 e PGF2α entre os anexos fetais e a porção materna da placenta (AROSH et 

al., 2004). Finalmente, a enzima PTGS2 e o receptor PTGFR apresentaram elevada 

expressão em animais com o parto induzido, enquanto não foram observadas 

mudanças na expressão dos receptores PTGER2. Desta forma, as mudanças na 

expressão e distribuição dos receptores PTGFR e da enzima PTGS2 parecem estar 

associados aos mecanismos de indução do parto em bovinos (WEHBRINK et al., 

2008).   

 

 

4.2.3 Controle por Esteroides 

 

 

Os efeitos dos esteroides nas células endometriais bovinas foi demonstrado 

por Kowalik et al. (2009) e em células miometriais, por Slonina et al. (2009). Células 

endometriais do dia 14-16 foram incubadas por 4 horas ou 6 horas sem 

progesterona e não houve alteração das concentrações basais de PGFM, entretanto 

houve aumento de PGE2 quando ao meio de cultivo foi adicionado P4 e ocitocina 

(KOWALIK et al., 2009). Contudo, em células miometriais a adição de P4 e ocitona 

ao meio não levou a aumento das concentrações de PGE2 ou de PGF2α (SLONINA, 

et al., 2009). 

Em outro experimento, a adição de estradiol, progesterona ou de AA resultou 

em aumento das concentrações de prostaglandinas em meios de cultivos de células 

endometriais de suínos. De forma que, a adição de AA aumentou pelo menos três 

vezes a concentração de PGE2 e PGF2α. Enquanto a suplementação de meios com 

estradiol levou ao aumento das concentrações de PGE2 (10nM), sem alterar as 

concentrações de PGF2α (BLITEK et al., 2010). 
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Anteriormente, em experimento realizado com fêmeas bovinas 

ovariectomizadas, também foi evidenciado o controle de esteroides sobre a síntese 

de PGF2α. Assim, foi verificado que somente os animais que receberam o primed de 

P4 foram capazes de aumentar as concentrações do PGFM no sangue periférico 6 

horas após a administração de estradiol, mostrando a importância da progesterona 

na síntese de PGF2α (LAFRANCE; GOFF, 1988). 

Em vacas de leite com ovulação sincronizada por ovsysch com aplicação de 

E2 17β no dia 0 (dia da ovulação) e gonadotrofina coriônica humana (hCG) no dia 6, 

para obtenção de CL acessório. Este CL acessório levou ao aumento de P4 e 

resultou em maiores concentrações de PGFM, evidenciando que tanto o E2 como a 

P4 estimulam a síntese de PGF2α (SANTOS et al., 2009). 

Além disso, em outro experimento foi mostrado que a presença isolada de P4 

ou E2 nos meios de cultivos não foi capaz de estimular a síntese de PGF2α  em 

explantes endometriais de fêmeas bovinas do dia 17 do ciclo estral. Contudo, a 

presença de ambos esteroides (P4 e E2) estimulou o aumento das concentrações 

de PGF2α (MIGUEZ et al., 2005). Enfatizando o controle destes esteroides sobre a 

síntese de prostaglandinas. 

 

 

4.3 PROSTACICLINA, TROMBOXANOS E LEUCOTRIENOS  

 

 

4.3.1 Via de sinalização  

 

 

Assim como as prostaglandinas e prostanóides, os tromboxanos são 

sintetizados a partir da PGH2 por sintases específicas, e exercem suas funções 

biológicas através de receptores específicos localizados na superfície das células-

alvo (NARUMIYA; FITZGERALD, 2001). Atualmente não foram identificadas 

isoformas de PGI2 ou de TBXA2 em bovinos. Desta forma, PTGIS e TBXAS1 são as 

enzimas responsáveis pela síntese de PGI2 e de TBXA2, respectivamente. 

 Os receptores de membrana PGIR e TBXAR2 são acoplados a proteína G e, 

ao serem ativados por PGI2 ou TBXA2, podem aumentar ou diminuir a produção de 

AMP cíclico ou induzir a mobilização do Cálcio (NARUMIYA et al., 1999). Assim 
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como a PGI2, os leucotrienos também exercem seus efeitos em receptores 

associados a proteína G e podem agir em receptores ativados pelo proliferador de 

peroxissoma (PPAR) (FUNK, 2001; MURPHY; GIJÓN, 2007).  

A família de receptores PPAR possuem semelhantes características 

estruturais e funcionais. Os receptores PPAR têm como principal função 

desencadear mecanismos de transcrição gênica e estão envolvidos em vários 

processos biológicos. Contudo, foram identificados genes diferentes para seus três 

maiores subtipos: PPARα (NR1C1), PPARδ/β (NR1C2) e PPARγ (NR1C3). Contudo, 

os eicosanoides são ligantes endógenos do subtipo PPARγ (KOTA; HUANG; 

ROUFOGALIS, 2005).  

A SLCO2A1 transporta TxA2 com baixa afinidade entretanto não transporta 

PGI2. Contudo, a PGI e o seu metabólito 6-ceto-PGF1α também tem afinidade por 

receptores nucleares da família PPAR (NARUMIYA et al., 1999). 

 

 

4.3.2 Importância no contexto da reprodução animal 

 

 

A PGI2 é conhecida por sua alta capacidade vasodilatadora e inibitória da 

agregação plaquetária. Além disso, a síntese de PGI2 via PGSH2 reduz a apoptose 

e é benéfica ao desenvolvimento embrionário em camundongos (YIN et al., 2007; 

PAKRASI; JAIN, 2008). Contudo, em processos reprodutivos está relacionado 

principalmente com processo de implantação (KENNEDY et al., 1973). A PGI2 é 

bastante instável e é rapidamente convertida a 6-ceto-PGF1α. Elevadas 

concentrações de 6-ceto-PGF1α foram encontradas no endométrio de vacas e 

porcas prenhes comparados ao endométrio de não prenhes (ULBRICH et al., 2009; 

MORAWSKA; KACZMAREK; BLITEK, 2012). Contudo, no útero de ratas a 

expressão da enzima PGIS foi significativamente elevada no início da gestação, 

enquanto que a expressão da enzima PGDS apresentou-se elevada ao final da 

gestação (SHOONER et al., 1999; KENGNI et al., 2007). Evidenciando as funções 

destas PGs em distintas etapas do ciclo estral, PGI durante a implantação e PGD no 

parto.  

Por outro lado, em cultivos de embriões de camundongos foi observado que a 

presença de inibidores de PTGS2 e de PGI2 levaram ao aumento da apoptose, 
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contudo a presença de análogo de PGI diminui a apoptose. Nesta mesma pesquisa,  

a exposição a inibidores de PTGS2 e PGI2 decaiu taxa de implantação no 

experimento de transferência de embriões e houve aumento da implantação quando 

PGI2 foi suplementada (PAKRASI; JAIN, 2008).   

Foi evidenciado a participação de outros eicosanoides em eventos 

reprodutivos. Desta forma, observou-se que camundongos transgênicos 

expressando o receptor de tromboxano TBXAR2 em excesso apresentaram um 

aumento da incidência de isquemia em placentas, retardando o crescimento 

embrionário, sugerindo uma função importante destas moléculas (ROCCA et al., 

2000). 

Além disso, foi mostrada a relevância dos leucotrienos como  componentes 

efetivos na resposta inflamatória e na reprodução tem sido alvo de pesquisas 

envolvendo manutenção da gestação e luteólise (KORZEKWA et al., 2010; 

KORZEKWA; LUKASIK; SKARZYNSKI, 2010).   

 

 

4.3.3 Controle por Esteroides 

 

 

Os hormônios esteroides ovarianos são reguladores da vascularização do 

endométrio, este controle ocorre via regulação da expressão das enzimas de síntese 

de PGI2 e TxA2. O E2 atua promovendo a vasodilatação através da liberação de 

vários compostos, dentre eles os prostanóides, como as PGI2 e os TBXA2, que por 

sua vez exercem funções opostas sobre o tônus uterino (SOBRINO et al., 2010). 

Em pesquisa realizada com cultivos de células esteroidogenicas luteais 

coletadas no início (2-4), na metade (8-10) e no final (17-19) do ciclo estral de 

bovinos, foi observado que metabólitos ativos de araquidonato 5 lipoxigenase 

(ALOX5) provocaram alterações na produção de P4. Assim, o LTB4 elevou as 

concentrações de P4 e inibiu a produção de PGF2α no meio de cultivo entre os dias 

8 e 10  enquanto a LTB3 apresentou efeitos opostos inibindo a P4 e estimulando a 

PGF2α (KORZEKWA et al., 2010). Resultados semelhantes foram obtidos por 

pesquisa in vivo em bovinos (KORZEKWA et al., 2010). Desta forma, especula-se 

que LTB4 seja luteotrópico e o LTB3 tenha função luetolítica. Mostrando a 

interessante participação da lipoxigenase e dos leucotrienos na síntese de P4. 
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4.4 ÁCIDOS HIDROXIEICOSATETRAENOICOS 

 

 

4.4.1 Via de sinalização 

 

 

Os ácidos hidroxieicosatetraenóicos, diferente das prostaglandinas,  

prostanóides e leucotrienos, não utilizam um metabólito intermediário como 

precursor de todos os ácidos hidroxieicosatetraenóicos. Desta forma, as enzimas 

específicas desta via (ALOX12, ALOX15) ou peroxidases metabolizam o AA 

diretamente em ácidos hidroxiperoxi-eicosatetraenóicos (HPETEs), que são 

convertidos a ácidos hidroxi-eicosatetraenóicos (HETEs) por reações não 

enzimáticas (BRASH, 1999; COFFA; SCHNEIDER; BRASH, 2005). Os metabólitos 

das lipoxigenases são os ácidos hidroxiperoxi-eicosatetraenóicos (HPETEs) que 

posteriormente são convertidos por peroxidases originando os hidroxi-graxos 

(HETEs). Os produtos resultantes HETEs exercem seus efeitos biológicos por meio 

de receptores acoplados a Proteína G e da família PPGAR (BRASH, 1999; 

SHERWIN; CATALANO; SHARKEY, 2006; EL-SAYED et al., 2013). 

 

 

4.4.2 Importância no contexto da reprodução animal 

 

 

Diferente dos prostanóides, há poucas informações relacionadas às 

atividades biológicas dos ácidos hidroxieicosatetraenóicos no sistema reprodutivo de 

fêmeas bovinas. Contudo, uma gama de pesquisas tem sido realizada envolvendo 

este grupo de eicosanoides. As funções das enzimas ALOX12 e  ALOX15 são alvo 

de pesquisas sobre alterações reprodutivas e durante a implantação, principalmente 

em humanos e camundongos (CHEON, 2002; LIU et al., 2010).   

Em pesquisas com camundongos demonstrou-se que a ALOX15 é expressa 

no epitélio luminal do endométrio de camundongos no período de implantação. 

Ainda neste mesmo experimento a ALOX15 foi regulada pela administração de 

progesterona exógena (CHEON, 2002). Outras pesquisas utilizando inibidores de 

ALOX15 demonstraram que estes levaram a aproximadamente 90% de falhas na 
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implantação em camundongos (LI et al., 2004). Demonstrou-se ainda que o 

metabólito de ALOX15, 12-HETE exerce atividades biológicas benéficas à 

implantação via receptores PPAR (LI et al., 2004). Finalmente, em bovinos ALOX15 

teve a expressão reduzida em embriões que após transferidos em receptoras não 

levaram a gestação a termo (EL-SAYED et al., 2013). Estes fatos indicam a 

relevância da ALOX15 no processo de implantação. 

 

 

4.4.3 Controle por Esteroides 

 

 

A adição de P4 estimulou a expressão de mRNA da enzima ALOX15 em 

tecidos endometriais de camundongos ovariectomizados tratados com progesterona 

(40 mg/kg peso vivo) por 4, 8 e 24 horas. A expressão de mRNA de ALOX12 

apresentou crescentes padrões de expressão para os tecidos endometriais tratados 

com progesterona de 4 a 24 horas. Contudo, presença do inibidor de progesterona 

RU486 (8 mg/kg peso vivo) levou a ausência da expressão gênica de ALOX15 

(SHERWIN; CATALANO; SHARKEY, 2006). 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

5.1  ANIMAIS 

 

 

O experimento foi realizado na Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia da Universidade de São Paulo, no campus de Pirassununga. Foram 

utilizadas vacas da raça nelore, cíclicas, multíparas, solteiras, sem a presença de 

alterações patológicas em avaliações clínicas e ultrassonográficas prévias à 

realização do experimento. As vacas apresentaram escore de condição corporal 

entre 3,5 e 4 numa escala de 1 a 5 (1 muito magra e 5 obesa). Os animais 

permaneceram alojados em piquetes com pastagem de braquiaria (Brachiaria spp.) 

e foram suplementadas com silagem de milho, cana de açúcar picada, concentrado 

e minerais, balanceados para atender às exigências de mantença e ganho de peso 

moderado, e água ad libitum. Os grupos, descritos abaixo, foram divididos de forma 

homogênea levando em consideração peso e escore de condição corporal. 

 

 

5.2 MANEJO REPRODUTIVO 

 

 

O modelo animal foi fundamentado na manipulação farmacológica do 

crescimento de folículos ovarianos que resultassem em grupos apresentando 

folículo pré-ovulatório (FPO) e corpo lúteo (CL; subsequente à ovulação desse 

folículo) grande (F/CLG; n=11) ou pequeno (F/CLP; n=11). Tal manipulação 

objetivou o controle da produção de estradiol pelo FPO e de progesterona (P4) pelo 

CL, durante o proestro e início do diestro, respectivamente. Desta forma, pretendeu-

se obter grupos de animais expostos a ambientes endócrinos distintos, 

especificamente caracterizados por elevadas (F/CLG) ou baixas (F/CLP) 

concentrações de esteroides. 

Assim, os animais foram pré-sincronizados por duas injeções de PGF2α (0,5 

mg – IM, Sincro-cio, Ouro Fino, Cravinhos-SP, Brasil) com 14 dias de intervalo. Dez 

dias após a segunda injeção, a sincronização foi iniciada com a inserção de 
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dispositivo intravaginal de liberação de P4 (1,0 g – Sincrogest, Ouro Fino, Cravinhos-

SP, Brasil) e administração de benzoato de estradiol (BE) (2,0 mg – IM, Sincrodiol, 

Ouro Fino, Cravinhos-SP, Brasil) para induzir o recrutamento de uma nova onda de 

crescimento folicular. O crescimento folicular dos animais foi controlado pela 

presença (nenhuma injeção; F/CLP) ou ausência (injeção de PGF2α no dia da 

inserção do dispositivo; F/CLG) de um CL funcional (P4 endógena) e por manipular 

um menor (F/CLP) ou maior (F/CLG) intervalo entre a remoção do dispositivo de 

liberação de P4 e a indução da ovulação por injeção de GnRH (1,0 µg de acetato de 

buserelina, Sincroforte, Ouro Fino, Cravinhos-SP, Brasil) nos animais. Tal estratégia 

foi eficaz na manipulação das concentrações de E2 durante o proestro e P4 no 

diestro conforme descrito no artigo submetido por Mesquita et al. (2013): 

“Manipulation of the periovulatory sex-steroidal milieu affects endometrial but not 

luteal gene expression on early diestrus Nelore cows”, (Apendice A). O abate dos 

animais foi realizado 7 dias após a indução da ovulação para coleta do trato 

reprodutivo.  

 

 

5.3 AVALIAÇÕES ULTRASSONOGRÁFICAS 

 

 

Para realização de avaliações ultrassonográficas (US) via transretal foi 

utilizado o equipamento da marca ALOKA (Aloka echo câmera, modelo SSD-500, 

Tóquio, Japão), conectado a uma sonda linear de 5 MHz. O exame ultrassonográfico 

realizado no dia da inserção do dispositivo de liberação de P4 (D-10) teve como 

finalidade a confirmação da presença de CLs responsivos ao tratamento com 

PGF2α, uma premissa para a estratégia de formação dos grupos experimentais. As 

avaliações realizadas no D-2, D-1 e DO objetivaram a localização e mensuração do 

diâmetro do folículo pré-ovulatório (FPO) e no D1 para identificação da ovulação que 

foi a atribuída ao desaparecimento do FPO identificado em avaliações US 

anteriores. Entre os D2 e D7 foram realizadas avaliações US para acompanhar o 

desenvolvimento dos CLs. Os animais com ausência de CL no D-10 e que não 

ovularam em resposta ao GnRH foram excluídos deste experimento. 
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5.4 COLETA E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS 

 

 

Amostras de sangue foram obtidas entre os dias D-2 a D0 e D0 a D7 para 

análises das concentrações de E2 e P4, respectivamente. As amostras de sangue 

foram obtidas por punção jugular utilizando agulha 21G unida à tubo evacuado 

contendo heparina de sódio acoplados à aparato de coleta a vácuo. As amostras de 

sangue permaneceram em gelo até a sua centrifugação. A centrifugação das 

amostras foi realizada em centrífuga Sorvall (SORVALL®  RC-3B Plus High Capacity 

Centrifuge) a 650 x g durante 30 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, o plasma foi 

aliquotado e armazenado a -20ºC. 

O abate dos animais foi realizado no Abatedouro Escola da Prefeitura do 

Campus de Pirassununga da Universidade de São Paulo e as amostras foram 

processadas no Centro de Biotecnologia em Reprodução Animal (CBRA), localizado 

a 300 metros do abatedouro. Após o abate, o trato reprodutivo foi coletado e 

transportado em gelo até o CBRA. Posteriormente, o trato reprodutivo foi colocado 

em bandeja previamente identificada com o local da ovulação, indicando o corno 

uterino ipsolateral ao ovário contendo o CL e contralateral àquele ovário. Em 

seguida, os ovários foram retirados e a bandeja com útero foi levada ao Laboratório 

de Fisiologia e Endocrinologia Animal do CBRA para processamento. 

O lúmen de cada corno uterino foi lavado com 20 mL de solução tampão 

fosfato (PBS). Os lavados uterinos foram centrifugados a 10.000 x g, aliquotados em 

criotubos de 2 mL e armazenados a -80ºC. Cada corno uterino foi incisado 

longitudinalmente na sua porção anti-mesometrial, para dissecação do tecido 

endometrial da região intercaruncular. O processamento de tecidos endometriais foi 

realizado conforme descrito por (MESQUITA et al., 2012). Alíquotas de lavado e 

tecido endometrial foram congeladas em nitrogênio líquido e em seguida 

armazenadas  a -80ºC, para análise de transcritos e metabólitos. 
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5.5 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA 

 

 

5.5.1 Extração de RNA 

 

 

Aproximadamente 30 mg de tecido endometrial da porção medial do corno 

uterino ipsolateral ao CL foram submersas em nitrogênio líquido e maceradas em 

aparato de aço inoxidável pela aplicação de pressão, resultando na pulverização do 

tecido endometrial. Em seguida, foi realizada a extração de RNA das amostras 

utilizando-se Kit “RNAeasy mini” (Quiagen Laboratories, Valência, CA, Estados 

Unidos) de acordo com instruções do fabricante. A concentração do extrato de RNA 

foi mensurada por espectrofotômetro de baixo volume (NanoDrop, Termo Scientific, 

Wilmington, U.S.A.). Os extratos foram armazenados a -80ºC. 

 

 

5.5.2 Síntese de cDNA 

 

 

Previamente à transcrição reversa (RT), as amostras de RNA foram tratadas 

com DNase I (Pure LinkTM Genomic DNA Purification; Deoxyribonuclease I – 

Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), segundo indicações do fabricante. O tratamento 

com DNase I foi realizado em temperatura ambiente utilizando 1,0 µg de RNA em 

reação com volume total de 10,0 µL. Após incubação por 15 minutos foi adicionado 

1,0 µL de EDTA (25mM; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e aquecimento a 65ºC 

durante 10 minutos. Para a transcrição reversa, preparou-se 9,0 µL de solução 

Master Mix contendo RT buffer (2,0 µL), dNTP mix (0,8 µL), primers randômicos (2,0 

µL), inibidor de RNase (1,0 µL), transcriptase reversa (1,0 µL) e água livre de 

nucleases (3,2 µL), seguindo instruções do fabricante (High Capacity cDNA Reverse 

Transcrição Transcription Kit, Life Technologies™, Frederick, Maryland, USA). Em 

seguida, o Master Mix (9,0 µL) foi adicionado aos 11,0 µL de amostras tratadas com 

DNase I. As amostras permaneceram sob incubação durante 10 minutos a 25ºC e 

por 2 horas a 37ºC, seguido por inativação da transcriptase reversa à 85ºC por 5 

minutos, e estocadas a 20ºC. 
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5.5.3 Desenho de Primers 

 

 

Os primers senso e anti-senso, disponíveis na tabela 1, foram obtidos por 

meio de publicações científicas ou desenhados utilizando ferramentas disponíveis na 

internet e/ou o software Primer Express V.3.0.1 (Life Technologies™Frederick, 

Maryland, USA). 

Todas as identificações dos genes alvo utilizadas no desenho de primers 

foram encontradas por pesquisas nas bases de dados da NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Utilizando-se a identidade adquirida pelo NCBI 

foram obtidas as sequencias de primers senso e anti-senso pelo software 

PrimerQuest disponível no site Integrated DNA Technologies (IDT) 

(http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Em seguida, a ferramenta Oligo 

Analyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) foi 

utilizada para avaliar a qualidade dos primers levando em consideração a 

probabilidade de formação de homodímeros, heterodímeros e harpins. Sequências 

dos genes contendo as ligações éxon-éxon utilizadas para os primers desenhados 

no software Primer Express® 3.0.1 (Life Technologies™Frederick, Maryland, USA) 

foram encontradas no programa Genome Browser Gateway, disponível no site 

USDC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/index.html). O programa 

Blast® “Basic Local Alignmennt Search Tool” (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) foi 

utilizado para avaliar a especificidade dos primers obtidos tanto pelo software Oligo 

Analyzer como pelo Primer Express. Os primers foram sintetizados por laboratório 

terceirizado (https://commerce.invitrogen.com/). 

 

 

5.5.4 Validação de Primers 

 

 

As reações de polimerização em cadeia em tempo real (qPCR) foram 

executadas em termociclador Step One PlusTM Real Time System (Applied 

Biosystems® – Life Technologies Corporation, Frederick, Maryland, USA). O 

termociclador foi programado para iniciar com estágio de espera (95ºC por 10 

minutos), seguido por 40 ciclos compostos por fase de desnaturação (95ºC por 15 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
http://www.invitrogen.com/1/1/1958-primer-express-software-v3-0-1-5-user-license.html
http://genome.ucsc.edu/index.html
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://commerce.invitrogen.com/
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segundos) e anelamento e extensão (60ºC por 1 minuto). A curva de dissociação 

(“melting”) foi obtida imediatamente após a amplificação permanecendo a 95ºC por 

15 minutos, passando a 60ºC por 1 minuto e voltando a 95ºC por 15 minutos.  

 

 

Quadro 1 - Nomenclatura, primers forward (F) e reverse (R),sequência dos primers, identificação 
representativa (ID) e números de pares de bases (pb) dos genes 

(continua) 

Nomenclatura Gene Gene Sequência 5'-3' ID N° PB 

Aldo-ceto reductase 
family1, member B1

A
 

AKR1B1_F ATACAAGCCGGCGGTTAAC 
NM_001012519 188 

AKR1B1_R TGTCTGCAATCGCTTTGATC 

Aldo-ceto reductase 
family1, member C3

B
 

AKR1C3_F GACTCAGTTCTTTGTGCCATTGC 
NM_001038584.1 154 

AKR1C3_R TCAGTTCAAAGTCAAACACCTGTATG 

Aldo-ceto reductase 
family1, member C4

C
 

AKR1C4_F TCCTGTCCTGGGATTTGGAACCTT 
NM_181027.2 166 

AKR1C4_R ATCGGCAATCTTGCTTCGAATGGC 

Arachidonate 5-
lipoxygenase

C
 

ALOX5_F CAAGCAGCACAGACGCAAAGAACT 
NM_001192792.1 108 

ALOX5_R AAGTCCTTGTGGCATTTGGCATCG 

Arachidonate 12-
lipoxygenase

C
 

ALOX12_F AGACATGGTGCCTCTGGGGCAT 
NM_001192336.1 134 

ALOX12_R GGTCAAGTTGCTCATTGCGGGC 

Arachidonate 12-
lipoxygenase

C
 

ALOX12S_F GGAAAGGGAAATTACAGCCCGCAA 
NM_001192336.1 85 

ALOX12S_R AGTGACGCTGTTCTCTATGTGGCT 

Arachidonate 15-
lipoxygenase B

C
 

ALOX15B_F TCTTCAAGCTGCTGATCCCTCACA 
NM_001205703.1 187 

ALOX15B_R ATATCATCAGGCAGACACAGGGCA 

Carbonyl reductase 1
B
 
CBR1_F TTGCCTTCAAGACTGCTGACA 

NM_001034513.1 153 
CBR1_R CACTGACAAAGCTGGATACATTCAC 

Hydroxyprostaglandin 
dehydrogenase  
15-(NAD)

A
 

HPGD_F TGATCAGTGGAACCTACCTGG 
NM_001034419 183 

HPGD_R TGAGATTAGCAGCCATCGC 

Phospholipase A2, 
group X, transcript 
variant1 

PLA2G10_F TGTGCCCGAAGGTAGGGCTGTT 
XM_864950.4 138 

PLA2G10_R GGCGAGGGCCAACACAGTCAAT 

Prostaglandin D2 
receptor

C
 

PTGDR_F TTCAGCACAGCAACAAGCTCACAG 
NM_001098034.1 115 

PTGDR_R ATCTTACCATCTCCACCAAGGGCA 

Prostaglandin D2 
synthase

C
 

PTGDS_F AGGTCAAGGAACACTTCACCACCT 
NM_174791.4 82 

PTGDS_R TTGTCAGTCTTCGGCAGGAACACA 

Prostaglandin E 
receptor 2

A
 

PTGER2_F CTACTTGCCTTTTCCATGACC 
NM_174588 210 

PTGER2_R GATGAAGCACCACGTCCC 

Prostaglandin E 
receptor 4

A
 

PTGER4_F CGATGAGTATTGAGCGCTACC 
NM_174589 237 

PTGER4_R AGCCCGCATACATGTAGGAG 

Prostaglandin E 
synthase

C
 

PTGES_F GCTGCGGAAGAAGGCTTTTGCC 
NM_174443.2 101 

PTGES_R GGGCTCTGAGGCAGCGTTCC 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001038584.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_181027.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001192792.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001034513.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001098034.1
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(conclusão) 

Nomenclatura Gene Gene Sequência 5'-3' ID N° PB 

Prostaglandin E 
synthase 2

C
 

PTGES2_F GTGGGCGGACGACTGGTTGG 
NM_001166554.1 192 

PTGES2_R CGGAGGTGGTGCCTGCGTTT 

Prostaglandin E 
synthase 3

B
 

PTGES3_F CAGTCATGGCCAAGGTTAACAAA 
NM_001007806.2 150 

PTGES3_R ATCACCACCCATGTTGTTCATC 

Prostaglandin 
endoperoxide 
synthase1

C
 

PTGS1_F CACCCGCTCATGCCCGACTC 
NM_001105323.1 155 

PTGS1_R TTCCTACCCCCACCGATCCGG 

Prostaglandin 
endoperoxide 
synthase2

C
 

PTGS2_F CCAGAGCTCTTCCTCCTGTG 
NM_174445.2 161 

PTGS2_R GGCAAAGAATGCAAACATCA 

Prostaglandin I2 
synthase

C
 

PTGIS_F AAGATGGGAAGCGACTGAAG 
NM_174444.1 136 

PTGIS_R ATCAGCTCCAGGTCAAACTG 

Solute carrier organic 
anion transporter 
family, member 2A1

B
 

SLCO2A1_F TGTGGAGACGATGGGATTGA 
NM_174829.3 150 

SLCO2A1_R GGGACACGGGCCTGTCTT 

Thromboxane A2 
receptor

C
 

TBXA2R_F TGTCCTTCCTGCTCAACACCATCA 
NM_001167919.1 141 

TBXA2R_R AAATGCTGGCCACCACCATAATGC 

Thromboxane A 
synthase 1

C
 

TBXAS1_F TCACCAACACTCTCTCTTTCGCCA 
NM_001046027.1 94 

TBXAS1_R TCCTTGCTGAAACAGTCCACCTCT 

Software utilizado no delineamento das sequências de primers ou referência de artigo de origem: 
A
Ulbrich et al., 2009; 

B
Primer Express; 

C
PrimerQuest 

 

 

Os primers (Quadro1) liofilizados foram diluídos em água DEPC (livre de 

nucleases) originando soluções de estoque com concentração de 100 mM. As 

soluções de trabalho com concentração de 20mM foram preparadas por rediluição 

das soluções de estoque. Ambas soluções foram armazenadas a -20ºC. 

De forma simplificada, as reações de qPCR continham uma mistura de 

soluções contendo os primers senso e anti-senso, solução Master Mix pré-preparada 

(Power SYBR® Green PCR Master Mix, Life Technologies Corporation, Frederick, 

Maryland, USA) e água totalizando 16,0 µL. A essa solução foram adicionados 4,0 

µL de solução contendo cDNA, exceto os poços que serviram como controle 

negativo que receberam 4,0 µL de água DEPC no lugar dos 4,0 µL de solução de 

cDNA. Quando utilizada, a solução de cDNA foi diluída em água DEPC a 1:80, a 

menos que especificamente mencionado. 

Realizaram-se testes com o intuito de encontrar concentrações de primers 

que estabelecessem maior eficiência nas reações de qPCR. Os critérios para 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001007806.2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_174829.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/509326
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001046027.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/509326
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escolha da melhor concentração de primers foram: (1) eficiência de amplificação 

entre 85 e 110% (2) ausência de amplificação no controle negativo (3) único pico na 

curva de melting e (4) menor ciclo limiar (cycle threshold; CT). Primeiramente foram 

realizados testes nas concentrações de 150 ou 300 nM para cada par de primer 

(senso e anti-senso), e quando necessário, concentrações maiores ou menores 

foram testadas. Cada concentração foi testada em duplicata e com um poço usado 

como controle negativo. Para verificação da eficiência, dados extraídos do 

termociclador foram avaliados pelo programa LinReg (Ruijter et al., 2009; 

http://www.gene-quantification.de/download.html#linregpcr). Foram escolhidas as 

concentrações de primers que apresentaram melhores resultados segundo os 

critérios acima. A seguir, foi testada uma curva padrão composta por cinco pontos, 

em duplicatas, contendo pool de cDNA diluído em série, normalmente de 1:20 a 

1:320, em água DEPC. Os dados de amplificação foram analisados pelo programa 

StepOne Plus™ (Software v2.2.2, Life Technologies Frederick, Maryland, USA). A 

eficiência de amplificação foi calculada pela seguinte equação: Eficiência = -1+10(-

1/inclinação). Foram consideradas validadas as curvas padrão com eficiência entre 85 e 

110% e coeficiente de determinação (R2) próximo a 1. Estabelecidas as validações 

foram realizadas reações para comparar a abundância de cada transcrito entre os 

grupos F/CLP F/CLG. Todas as amostras com cDNA e os controles negativos foram 

analisadas em triplicata na comparação. A quantificação de transcritos presentes 

nas amostras de cada vaca que compõe os grupos F/CLP e F/CLG foi realizada de 

forma relativa à quantidade de transcritos de um gene endógeno (ciclofilina), pelo 

método delta delta CT ajustado para a eficiência de amplificação, segundo descrito 

por Pfaffl (2001).  

 

 

5.5.5 Eletroforese  

 

 

Para verificar se os produtos da reação de PCR continham aplicons únicos e 

com o peso molecular esperado, estes foram avaliados por eletroforese em géis de 

agarose a 2% em tampão tris-borato EDTA (TBE Tris 0,045 M, ácido bórico 0,045 M 

e EDTA 0,001 M) com espessura de 5 mm. Durante a preparação da solução de 

http://www.gene-quantification.de/download.html#linregpcr
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agarose, foram adicionados 3,5 µL de corante fluorescente para ácidos nucleicos 

(GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain, Biotium Glowing Products for ScienceTM, 

Hayward,USA). Após enrijecimento do gel, adicionaram-se as amostras aos poços. 

Cada amostra continha 3,0 µL de loading buffer e 3,0 µL de produtos de PCR. Um 

padrão de peso molecular de 100 pb (100 bp DNA Ladder; Promega Corporation, 

Madison, USA) ou 50 pb (50 pb DNA ladder, New England Biolabs, Ontario, Canadá) 

foi adicionado a cada gel e corrido junto às amostras. Para a eletroforese, os géis 

foram submersos em tampão TBE 0,5 X e aplicou-se tensão de 150 V durante 1 

hora. Para cada transcrito testado, adicionou-se produto de amplificação oriundo de 

reação de PCR contendo (controle positivo) ou não contendo cDNA (controle 

negativo). Após a eletroforese, os produtos de amplificação foram visualizados nos 

géis a partir de imagens obtidas por fotodocumentador (MiniBis Camera; DNR Bio-

Imaging Systems, Jerusalém, Israel) com luz UV e processadas por software 

GelCapture (DNR Bio-Imaging Systems, Jerusalém, Israel). Buscou-se estimar o 

peso molecular dos amplicons usando como base os padrões de peso molecular. 

Buscou-se ainda avaliar a presença de um ou múltiplos amplicons no controle 

positivo e ausência de amplicons no controle negativo. 

 

 

5.5.6 Sequenciamento de Produtos de PCR 

 

 

Para verificar se os produtos da reação de PCR apresentaram sequencia de 

nucleotídeos condizente com a esperada, baseando-se no desenho de primers, 

estes foram purificados e sequenciados. Os produtos de PCR foram purificados 

utilizado-se kit QIAquick®  (PCR Purification Kit; Qiagen Laboratories, Valência, CA, 

Estados Unidos), seguindo instruções do fabricante. Foram utilizados 200 µL de um 

pool de diversas reações de amplificação de PCR de um mesmo transcrito seguindo 

as instruções do fabricante. A concentração dos produtos de PCR purificados foi 

quantificada utilizando-se espectrofotômetro modelo NanoVue (GE Healthcare, Life 

Sciences, Freiburg, German). Amostras com volume final de 7,5 µL contendo 

produtos de PCR purificados (concentração 10 ng/µL) e seus respectivos primers (5 

µM; senso ou anti-senso) foram enviadas para o sequenciamento, realizado no 

Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de São Paulo. As 
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sequências dos resultados foram acessadas pelo software Chromas 

(http://technelysium.com.au/) e sua especificidade foi avaliada pelo programa BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).  

 

 

5.6 LIPIDÔMICA – ULTRA-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY 

TANDEM MASS SPECTROMETRY 

 

 

Análises de lipidômica de tecido endometrial (n= 5 animais por grupo) e 

lavados uterinos (n=5; FGLP e n=8; FCLG) foram realizadas em colaboração com o 

Laboratório ThoMSon de Espectrometria de Massas do instituto de Química (IQ) da 

Universidade Estadual de Campinas e Institutet Karolinska, na Suécia. 

Resumidamente, foi realizada quantificação de oxilipídes nas amostras de tecido e 

lavado endometrial usando a técnica de Target Lipidomics como descrita por 

Newman et al. (2002). 

De forma resumida, 4,0 mL de lavado uterino foram carregados em  coluna de 

extração sólida Oasis-HBL 60 mg (Waters), e em seguida foi realizada a purificação 

dos oxilípides. A extração de oxilípides do tecido endometrial (100 mg) foi realizada 

por suspensões em metanol e hexano. Tanto as amostras de lavado uterino como 

de tecido endometrial foram analisadas por Cromatografia líquida de ultra-alta 

pressão (UPLC-MS/MS) no modo SRM (Single Reaction Monitoring) em modo 

negativo utilizando aparelho ABI QTRAP 5500 (Hybrid Triple Quadrupole/Linear Ion 

Trap Mass Spectometer, Agilent) ou um XEVO TQ MS (Triple Quadrupolo Mass 

Spectometer, Waters) ambos operando com um aparelho UPLC ACQUITY (Waters). 

 

 

5.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

 

Foi utilizado Test t de Student para comparação de médias entre o grupo 

F/CLP e F/CLG tanto para quantificação de transcritos quanto para quantificação de 

metabólitos. Consideraram-se valores de P<0,01 como significativos para análise de 

expressão gênica e  P<0,05 para análise dos dados obtidos na lipidômica. 

http://technelysium.com.au/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

6.1 MODELO ANIMAL 

 

 

Os grupos de animais utilizados neste experimento, F/CLP e F/CLG, foram 

manipulados farmacologicamente para obtenção de ambientes endócrinos 

periovulatórios sob baixas ou elevadas concentrações de esteroides, 

respectivamente. Para verificar a eficácia desta manipulação, variáveis envolvendo o 

crescimento do folículo pré-ovulatório e do CL, assim como as concentrações de E2 

e P4 foram avaliados. Como esperado, os folículos pré-ovulatórios do grupo F/CLP 

tiveram menor diâmetro em mensurações realizadas no dia -2 (7,88 ± 0,31 vs. 10,31 

± 0,42 mm; P<0,0001) e no dia 0 (10,35 ± 0,30 vs. 12,94 ± 0,31 mm; P<0,0001, 

quando comparados aos do grupo F/CLG. Consequentemente, o CL do grupo F/CLP 

apresentou menor massa (1,99 ± 0,16 vs. 3,05 ± 0,42 g; P<0,01) e volume (1,85 ± 

0,18 vs. 2,51 ± 0,32 cm3; P<0,08) comparado ao grupo F/CLG. Desta forma, o grupo 

F/CLP apresentou concentrações de P4 inferiores às do grupo F/CLG no dia 7 (2,74 

± 0,32 vs. 3,79 ± 0,29 ng/mL; P<0,06) e de P4 acumulada do dia 3 ao dia 7 (2,47 ± 

0,30 vs. 3,44 ± 0,27 ng/mL; P<0,06). Portanto, a manipulação do crescimento 

folicular para a obtenção de animais capazes de gerar folículos menores (F/CLP) ou 

maiores (F/CLG) e de produzir maiores ou menores concentrações de progesterona 

durante o período periovulatório foi alcançada com êxito. Informações adicionais a 

estes resultados encontram-se no (apêndice A). 

 

 

 

6.2 ABUNDÂNCIA DE RNAm DE FOSFOLIPASES (PLA2) E CICLOOXIGENASES 

(PTGS1 E PTGS2) 

 

 

Análises de qPCR foram realizadas para verificar se os ambientes uterinos 

submetido às condições hormonais apresentadas nos grupos F/CLG e F/CLP 

modularam a expressão gênica de proteínas envolvidas na síntese e sinalização de 

eicosanoides. Todos os pares de primers utilizados nas análises de qPCR foram 

validados conforme descrito anteriormente e os resultados das validações 
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encontram-se na tabela 1. A especificidade da amplificação dos primers utilizados foi 

confirmada por eletroforese dos produtos de amplificação em gel de agarose. Para 

cada gene testado, observou-se banda única no controle positivo e ausência de 

bandas no controle negativo (Figuras 2 e 3). Adicionalmente, foi realizado 

sequenciamento dos produtos da PCR e confirmou-se que os cDNAs amplificados 

corresponderam aos genes alvo testados. O gel e sequenciamento do gene 

PLA2G10 não foi realizado devido à quantidade insuficiente de produto de PCR. 

As enzimas fosfolipases são as principais enzimas envolvidas na síntese de 

eicosanoides. Estas enzimas disponibilizam o AA, principal precursor na síntese de 

todos eicosanoides (KUDO; MURAKAMI, 2002). O AA disponível pode ser 

oxigenado por cicloxigenases (PTGS1 e 2) ou lipoxigenases (ALOX), gerando uma 

série de metabólitos biologicamente ativos (BUCZYNSKI; DUMLAO; DENNIS, 2009). 

É estabelecido que as PLAs atuam na regulação da  síntese de PGs em 

células epiteliais endometriais bovinas cultivadas in vitro. Assim, foi observado que 

este tipo de célula produz maior quantidade de PGF2α, de forma constitutiva, que de 

PGE2. Entretanto, a presença de PLA2 resultou em aumento da síntese de PGE2 e 

diferentes PLA2 (PLA2G10 e PLA2G4) promoveram diferentes estímulos na síntese 

de PGF2α e PGE2. Assim, a regulação depende da síntese de PGs depende do tipo 

de PLA2 expressa (TITHOF et al., 2007). Contudo, em experimento realizado em 

ratas ovariectomizadas a inserção de implantes subcutâneos de P4 e E2, foi 

observado que tanto o E2 como a P4 aumentam a atividade de PLA2 (PAKRASI; 

CHENG; DEY, 1983). Assim, análises realizadas por microarranjo de DNA e qPCR 

do endométrio de vacas mostrou aumento da abundância da enzima PLA2G10 do 

metaestro ao diestro (dia 3,5 ao dia 12) que coincidiu com o período de aumento das 

concentrações plasmáticas de P4, demonstrado o possível envolvimento dos 

esteroides na expressão de genes da enzima PLA2 (MITKO et al., 1998). Contudo, 

no presente estudo foi observada maior expressão gênica de PLA2G10 nos animais 

do grupo F/CLP (P<0,10; Tabela 3).  

As PTGS são enzimas que catalisam a conversão de AA em PGG2 e PGH2 

(SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004). Tais produtos são utilizados por sintases 

específicas na produção de PGs, PGI2 e TBX (FUNK, 2001). Diferentes padrões de 

expressão foram encontrados para estas duas enzimas durante o ciclo estral de 

ovelhas, de forma que a enzima PTGS1 foi constantemente expressa ao longo do 

ciclo estral, enquanto a PTGS2 manteve-se ausente nos primeiros dias do diestro 
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seguido por aumento em sua expressão até o dia 17 tanto em ovelhas prenhes 

como em vazias. Além disso, a PTGS2 não foi expressa no endométrio de ovelhas 

castradas, ou seja, na ausência de E2 e P4, devido à possível regulação destas 

enzimas por esteroides. Dentro do presente estudo esperava-se diferentes padrões 

de expressão gênica destas enzimas nos grupos F/CLG e F/CLP, no entanto, os 

transcritos das PTGS1 e PTGS2 não foram diferencialmente expressos entre os 

grupos (P>0,10; Tabela 3). Mostrando que a manipulação das concentrações 

endógenas de esteroides não influenciou a síntese das enzimas ciclooxigenases 

entre os grupos F/CLG e F/CLP. 

 

Tabela 1 - Características das reações de amplificações e da curva padrão para validação dos 
primers 

Nomenclatura Gene Gene 
Inclinação da 
Curva Padrão 

(Slope) 
R

2
 

Eficiência 
Curva-padrão 

(%) 

Aldo-ceto reductase, family1, member B1 AKR1B1 -3,48 1,00 93,9 

Aldo-ceto reductase, family1, member C3 AKR1C3 -3,27 0,94 102,2 

Aldo-ceto reductase, family1, member C4 AKR1C4 -3,51 1,00 92,6 

Arachidonate 12-lipoxygenase ALOX12 -3,22 0,99 104,7 

Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S-type ALOX 12S -3,46 0,98 95,8 

Arachidonate 15-lipoxygenase B ALOX15B -3,54 0,99 91,6 

Arachidonate 5-lipoxygenase ALOX5 -3,24 0,99 103,6 

Carbonyl reductase 1 CBR1 -3,39 1,00 97,1 

Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-
(NAD) 

HPGD -3,52 0,98 92,5 

Phospholipase A2, group X, transcript 
variant1 

PLA2G10 -3,19 0,99 105,8 

Prostaglandin D2 receptor PTGDR -3,07 0,97 100,6 

Prostaglandin D2 synthase PTGDS -3,37 0,99 97,9 

Prostaglandin E receptor 2 PTGER2 -3,24 0,96 103,3 

Prostaglandin E receptor 4 PTGER4 -3,24 0,99 103,6 

Prostaglandin E synthase PTGES -3,33 0,99 99,6 

Prostaglandin E synthase 2 PTGES2 -3,44 0,99 95,3 

Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 -3,55 0,99 91,2 

Prostaglandin endoperoxide synthase1 PTGS1 -3.61 0,94 88.9 

Prostaglandin endoperoxide synthase2 PTGS2 -3,30 0,97 100.8 

Prostaglandin I2 synthase PTGIS -3,34 0,99 99,4 

Solute carrier organic anion transporter 
family, member 2A1 

SLCO2A1 -3,30 1,00 100,9 

Thromboxane A synthase 1 TBXAS1 -3,32 0,99 100,0 

Thromboxane A2 receptor TBXA2R -3,46 0,98 94,5 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/509326
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Figura 2 - Imagens digitalizadas de géis de agarose contendo produtos de amplificação de genes 
específicos por PCR a partir de cDNA de endométrio de vacas no dia 7 do ciclo estral 

 
 Fonte: (OLIVEIRA, M. L., 2013) 
Legenda:  Presença de banda no gel indica o peso molecular dos produtos de PCR correspondentes 

aos genes PTGS1 (A), PTGS2 (B), PTGDS (B), PTGDR (C), PTGIS (D), PTGES (E) e 
PTGES2 (F); NTC: controle negativo, reação de PCR na ausência de cDNA; PPM: padrão 
de peso molecular 

 
  

A 

F E D 

C B A 
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Figura 3 - Imagens digitalizadas de géis de agarose contendo produtos de amplificação de genes 
específicos por PCR a partir de cDNA de endométrio de vacas no dia 7 do ciclo estral 

 

 

 
Fonte: (OLIVEIRA, M. L., 2013) 
Legenda:  Presença de banda no gel indica o peso molecular dos produtos de PCR correspondentes 

aos genes PTGES3 (A), 20αHSDPGF(A), AKR1C3 (B), CBR1(B), AKR1B1(C) e 
AKR1C4(C), PTGER4(D), PTGER2(D), HPGD (E), ALOX5(E), ALOX12S(F), ALOX15B(F), 
SLCO2A1(F); NTC: controle negativo, reação de PCR na ausência de cDNA; PPM: padrão 
de peso molecular 
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Interpretou-se que maiores quantidades de RNAm de PLA2G10 do F/CLP 

poderiam estar associadas a uma maior disponibilização de AA, e 

consequentemente, maior produção de eicosanoides pelo endométrio dos animais 

desse grupo. Assim sendo, no intuito de entender a dinâmica do fluxo de AA para a 

produção de eicosanoides, foram realizadas análises da expressão gênica de 

proteínas que participam na síntese, transporte, sinalização e catabolismo dos 

eicosanóides e análises de lipidômica quantitativa para os metabólitos do AA. 

 
 
 
Tabela 2 - Abundância relativa de transcritos de genes representados pela média, erro padrão da 

média (EPM), razão entre os tratamentos (FCLG/FCLP) e valores de P, relacionados à via 
de síntese e sinalização de eicosanóides 

Nomenclatura Gene Gene 
Média± EPM 

F/CLG 
Média± EPM 

F/CLP 

Razão 
FCLG/ 
FCLP 

P < t 

Aldo-ceto reductase, family1, 
member B1 

AKR1B1 0,3389±0,0176 0,3110±0,0286 1,09 0,24 

Aldo-ceto reductase, family1, 
member C3 

AKR1C3 0,0045±0,0008 0,0025±0,0003 1,84 0,02 

Aldo-ceto reductase, family1, 
member C4 

AKR1C4 0,0068±0,0011 0,0041±0,0005 1,65 0,04 

Arachidonate 12-lipoxygenase ALOX12 0,0055±0,0003 0,0039±0,0004 1,41 0,01 

Arachidonate 12-lipoxygenase, 
12S-type 

ALOX 12S 0,0071±0,0008 0,0048±0,0007 1,46 0,04 

Arachidonate 15-lipoxygenase B ALOX15B 0,0045±0,0006 0,0049±0,0007 0,92 0,39 

Arachidonate 5-lipoxygenase ALOX5 0,0013±0,0001 0,0011±0,0002 1,15 0,25 

Carbonyl reductase 1 CBR1 0,0183±0,0018 0,0147±0,0021 1,25 0,07 

Hydroxyprostaglandin 
Dehydrogenase 15-(NAD) 

HPGD 0,1727±0,0175 0,1441±0,0139 1,20 0,15 

Phospholipase A2, group X, 
transcript variant1 

PLA2G10 0,0690±0,0830 0,1200±0,0140 0,57 0,04 

Prostaglandin D2 receptor  PTGDR 0,0007±0,0001 0,0006±0,0001 1,03 0,45 

Prostaglandin D2 synthase PTGDS 0,0653±0,0092 0,0616±0,0063 1,06 0,38 

Prostaglandin E receptor 2 PTGER2 0,0012±0,0001 0,0013±0,0001 0,92 0,32 

Prostaglandin E receptor 4  PTGER4 0,0067±0,0010 0,0062±0,0009 1,09 0,35 

Prostaglandin E synthase 1 PTGES1 0,0037±0,0004 0,0028±0,0002 1,32 0,05 

Prostaglandin E synthase 2 PTGES2 0,0104±0,0006 0,0098±0,0005 1,06 0,24 

Prostaglandin E synthase 3 PTGES3 0,2247±0,0207 0,1880±0,0268 1,20 0,17 

Prostaglandin endoperoxide 
synthase1 

PTGS1 0,0018±0,0003 0,0014±0,0001 1,32 0,14 

Prostaglandin endoperoxide 
synthase2 

PTGS2 0,0016±0,0002 0,0016±0,0003 1,00 0,50 

Prostaglandin I2 synthase PTGIS 0,0360±0,0026 0,0296±0,0022 1,22 0,04 

Solute carrier organic anion 
transporter family2, member 2A1 

SLCO2A1 0,0032±0,0007 0,0026±0,0005 1,22 0,27 

Thromboxane A synthase 1 TBXAS1  0,0013±0,0002 0,0012±0,0002 1,08 0,39 

Thromboxane A2 receptor TBXA2R 0,0014±0,0001 0,0004±0,0001 3,39 0,34 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/509326
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6.3   ABUNDÂNCIA DE RNAm E METABÓLITOS DE PROSTAGLANDINAS 

 

 

Foram validados pares de primers referentes a enzimas que promovem a 

síntese, transporte e metabolização de prostaglandinas (PGs), bem como seus 

receptores, conforme a tabela 1. Especificamente, comparou-se a expressão gênica 

das enzimas de sintases de PGD2 (PTGDS), PGF2α - aldo-ceto redutase -  

(AKR1B1, AKR1C3, AKR1C4 e CBR1) e PGE2 (PTGES1, PTGES2, PTGES3) nos 

grupos F/CLG e F/CLP. Estas enzimas utilizam a PGH2 como substrato para síntese 

direta de prostaglandinas específicas. Entretanto, algumas enzimas tem a 

capacidade de converter outras prostaglandinas em PGF2α. Desta forma, a enzima 

AKR1C3 e capaz de converter a PGD2 em PGF2α e a CBR1 (Carbonil Redutase 1) 

reduz a PGE2 em 11βPGF2α (metabólito com semelhante função biológica de 

PGF2α (KENGNI et al., 2007; WACLAWIK; ZIECIK, 2007). 

Isto exposto, a expressão dos genes que codificam estas enzimas estão 

diretamente relacionados com a síntese das PGs investigadas em processos 

reprodutivos (FRANCZAK et al., 2006; BRIDGES; FORTUNE, 2007; NUTTINCK et 

al., 2008). A PTGDS tem sido estudada principalmente em vacas com alterações 

patológicas endometriais, por estar envolvida em atividades relacionadas às 

respostas imunes (MICHIMATA et al., 2002; GABLER et al., 2009). Em 

camundongos, verificou-se que a expressão da PTGDS permaneceu constante 

durante todo o ciclo estral, evidenciando que os esteroides sexuais não devem 

influenciar a expressão da mesma (SHOONER et al., 1999). Corroborando os 

resultados obtidos no presente estudo, foi observada semelhante abundância de 

transcritos de PTGDS entre os grupos (P>0,10; Tabela 2). 

Dentre as enzimas sintases de PGF2α, foram estudas as enzimas da família 

AKR1C. A enzima AKR1C3 é conhecida por 3α-hydroxysteroid dehydrogenase type 

II e AKR1C4 por 3a-hydroxysteroid dehydrogenase, type I (MINDNICH; PENNING, 

2009), estas enzimas apresentam por volta de 80% de homologia na sequencia 

gênica (MADORE et al., 2003). No presente estudo ambas sintases apresentaram 

maior expressão no grupo F/CLG (AKR1C3, 65%; AKR1C4, 58%; P<0,10; Tabela 2).  

Apesar das diferenças encontradas na expressão dos transcritos da maioria 

das sintases de PGF2α, não foi observada diferença significativa entre os grupos 

F/CLG e F/CLP para os transcritos de AKR1B1 (P>0,10; Tabela 2). Tais resultados 
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foram similares aos encontrados por Clemente et al. (2009), nos quais, a expressão 

de AKR1B1 e PTGS2 em células endometriais não diferiu entre vacas 

suplementados com progesterona e vacas controle (CLEMENTE et al., 2009). A 

AKR1B1 foi indicada como a mais importante PGF sintase no período da luteólise, 

apresentando elevada expressão, do dia 7 ao dia 17 do ciclo estral, no endométrio 

de fêmeas bovinas (MADORE et al., 2003). Adicionalmente, foi observado aumento 

da expressão de transcritos desta enzima durante o pré-parto e parto em bovinos 

(SCHULER et al., 2006). Em pesquisas utilizando técnicas de microarranjo, foi 

encontrada elevada expressão de transcritos da enzima AKR1B1 em biópsias de 

blastocistos de vacas que falharam em tornarem-se gestantes comparada a uma 

menor expressão em blastocistos de vacas que completaram a gestação (EL-

SAYED et al., 2013). As enzimas da família das AKRs, além da síntese de PGs, 

possuem a capacidade de metabolizar progesterona (MINDNICH; PENNING, 2009). 

Assim, sua maior expressão no presente trabalho pode estar associada à 

necessidade de controlar as concentrações teciduais de progesterona, 

principalmente nos animais do grupo F/CLG.  

Diferente das enzimas da família AKR1C, a CBR1 possui elevada atividade 

de 9-ceto-redutase, com capacidade de metabolizar PGE2 a PGF2α (SCHIEBER et 

al., 1992) e pode ser regulada negativamente por interferon em cultivos de células 

endometriais bovinas (ASSELIN; FORTIER, 2000). No presente estudo o gene da 

CBR1 apresentou tendência para maior expressão no grupo F/CLG (25%; P<0,10; 

Tabela 2). Tal achado está de acordo com os dados encontrados em suínos, nos 

quais, esta enzima parece ser regulada pela progesterona de maneira que a 

abundância de CBR1 permaneceu baixa no início do ciclo estral e aumentou por 

volta do dia 17 em porcas vazias e do dia 24 em prenhes (WACLAWIK; ZIECIK, 

2007).  

Para verificar a influência dos esteroides na síntese de PGE2, foi realizada a 

quantificação dos transcritos para as três isoformas da PGE sintase. Entretanto, 

dentre as sintases de PGE2, os esteroides foram capazes de modular somente a 

expressão gênica da isoforma PTGES1, apresentando maior expressão no grupo 

F/CLG (32%; P>0,10; Tabela 2). Tais resultados contrastaram com os obtidos por 

pesquisas envolvendo cultivo de células miometriais por 14 a 16 dias, onde a 

suplementação com esteroides não alterou a expressão de PTGES1 (SLONINA et 

al., 2009). Adicionalmente, em experimento retrospectivo, as enzimas PTGES1 e 
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PTGES2 não apresentaram expressão gênica diferenciada entre grupos de vacas 

apresentando endométrio associado à alta ou baixa receptividade, tanto em análises 

de microarranjo como em qPCR (PONSUKSILI et al., 2012). 

As PGs possuem atividade autócrina, parácrina e endócrina necessitando de 

transportadores para que ocorra a saída das células produtoras e acesso ao meio 

extracelular e de maneira a possibilitar a comunicação com seus receptores 

específicos (BANU et al., 2003). Por tanto, para verificação da expressão de genes 

relacionados à maquinaria de sinalização das PGs, foram analisados o 

transportador, os receptores e a enzima metabolizadora de PGs.  

As prostaglandinas possuem a capacidade de passar através das membranas 

plasmáticas das células, no entanto este transporte é facilitado por transportadores 

conhecidos como SLCO2A1 (SCHUSTER, 1998). Este transportador está presente 

em muitos tecidos e possui elevada afinidade por PGF2α, PGE2 e PGD2 (LU et al., 

1996). Foi observado que durante a gestação em bovinos há aumento da expressão 

de SLCO2A1 nas carúnculas e tecidos inter-carunculares, entretanto nas 

membranas fetais sua expressão permanece constante (BANU et al., 2005). O 

aumento na expressão gênica e proteica de SLCO2A1 ocorre a partir da primeira 

semana após o estro no endométrio de fêmeas bovinas prenhes e de não prenhes 

(BANU et al., 2003). Assim, é possível que a expressão de SLCO2A1 possa ser 

influenciada das alterações endócrinas periovulatórias. Contudo, não foram 

observadas diferenças significativas entre os grupos FCLP e FCLG na quantificação 

de transcritos do transportador (SLCO2A1; P>0,10; Tabela 2) na presente 

dissertação.  

Após serem transportadas (NARUMIYA; SUGIMOTO; USHIKUBI, 1999) para 

o exterior das células as PGs podem atuar de maneira autócrina, parácrina ou 

endócrina em seus receptores (PTGDR para PGD2; PTGFR para PGF2α; PTGER1, 

PTGER2, PTGER3 e PTGER4 para PGE2) (BANU et al., 2003). Os receptores de 

PGs têm sido estudados quanto à sua especificidade e efeitos biológicos, sendo a 

regulação destes um ponto crítico para ação das prostaglandinas (NARUMIYA; 

SHUH; FITZGERALD, 2001). No âmbito reprodutivo, a expressão do receptor 

PTGDR no endométrio participa da regulação do fluxo sanguíneo, contração do 

músculo liso e recrutamento de células Th2 e Tc2 durante o período de implantação 

(BRAUN; SCHROR, 1992; MICHIMATA et al., 2002). Enquanto o receptor PTGFR 

apresenta elevada expressão em células endometriais próximo ao parto em ovelhas 
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(MA; WU; NATHANIELSZ, 1999) e menor expressão em membranas fetais durante 

a gestação de vacas (AROSH et al., 2004). Os receptores PTGER1 e PTGER3 

foram pouco ou não foram expressos durante início do ciclo estral de ovelhas, 

enquanto a expressão dos receptores PTGER2 e PTGER4 no endométrio, 

aumentou no dia 7 (LEE et al., 2012). Entretanto, no endométrio de bovinos, tanto a 

proteína como o RNAm de PTGER4 não foram expressos em células endometriais 

durante ciclo estral, enquanto o receptor PTGER2 foi expresso e teve aumento de 

sua expressão do dia 7 ao 17 do ciclo estral (AROSH et al., 2004). No presente 

estudo, apesar de ter sido observada amplificação do mRNA dos genes PTGDR, 

PTGER2 e PTGER4, nenhum foi diferencialmente expresso entre os tratamentos 

(P>0,10; Tabela 2) demonstrando que a manipulação das concentrações endógenas 

de esteroides ao redor da ovulação não regulou a expressão dos receptores de PGs. 

Adicionalmente, não obteve-se êxito na validação dos primers para receptores de 

PGF2α (PTGFR) e de PGE2 (PTGER1 e PTGER2). Especificamente, nas reações 

de amplificação utilizando-se os primers para os receptores PTGFR, PTGER1 e 

PTGER3 encontraram-se valores de CT de 38, 35 e 37, respectivamente, indicando 

uma baixa expressão no dia 7 do ciclo estral destes animais (dados não 

apresentados) corroborando com dados encontrados em ovinos na literatura 

anteriormente citada. 

Outra forma de controle das respostas causadas pelas PGs se dá pela 

presença da enzima metabolizadora de PGs, conhecida como HPGD. A enzima 

HPGD promove rápida metabolização de PGs no pulmão de bovinos por converter 

PGE2 e PGF2α aos compostos inativos PGFM e PGEM, respectivamente (TAI et al., 

2002). Segundo (PONSUKSILI et al., 2012) os transcritos da enzima HPGD foram 

mais expressos no dia 7, quando comparados aos do dia 3, no endométrio de vacas 

prenhes. No mesmo estudo, a abundância de transcritos desse receptor mostrou-se 

elevada no grupo de menor fertilidade comparando ao grupo de maior fertilidade. 

Apesar disso, na presente dissertação não foi encontrada diferença significativa na 

abundância dos transcritos de HPGD entre os grupos F/CLG e F/CLP (Tabela 2; 

P>0,10).  

A manipulação das concentrações de esteroides sexuais nos grupos F/CLG e 

F/CLP foi capaz de modular a expressão gênica de enzimas sintases de 

prostaglandinas (Tabela 2; P<0,10), exceto os RNAm para os genes de PGDS 

(Tabela 2; P>0,10), destacando-se as enzimas de síntese de PGF2α cuja maioria 
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apresentou diferenças significativas entre os grupos. Apesar das maiores 

quantidades de sintases no grupo F/CLG, na análise de lipidômica as concentrações 

de PGE2, iso-PGE, PGE3 e PGF2α foram similares entre os grupos F/CLG e F/CLP, 

tanto nos lavados quanto nos tecidos uterinos (Tabelas 4 e 5; P>0,10). O mesmo foi 

observado para uma gama de outros metabólitos resultantes do metabolismo de 

PGD2 (11BPGF2α; PGD2; PGJ2/Delta 12-PGJ2; 15-deoxy- delta-12,14-PGJ2). 

Baseado nas pesquisas acima citadas e nos resultados apresentados na 

presente dissertação, especula-se que os esteroides exerçam controle na produção 

de transcritos de enzimas sintases de PGE2 e PGF2α. Entretanto, algumas sintases 

de prostaglandinas apresentam capacidade de metabolizar progesterona, indicando 

que as mesmas possam coordenar sua própria síntese através do controle das 

concentrações de progesterona. 

Em pesquisa utilizando cultivos de células miometriais bovinas foi exposto 

que a maior disponibilidade de AA aumentou as concentrações de PGF2α e PGE2 

no meio de cultivo (SLONINA et al., 2009). Os presentes resultados mostraram que 

o grupo F/CLP apresentou maior quantidade de transcritos para PLA2G10, 

indicando uma possível maior liberação de AA da membrana fosfolipídica e 

apresentou menores quantidades de transcritos para sintases de PGF2α e PGE2. 

Possivelmente, mesmo em menores quantidades disponíveis de AA, o endométrio 

dos animais do grupo F/CLG metabolizaram o AA de forma mais eficaz, estimulando 

a transcrição de genes de sintases de PGs. Uma vez que a quantidade de PGs foi  

similar para ambos os grupos, aparentemente houve o acionamento de diversos 

mecanismos reguladores, desde a disponibilização de AA até a regulação da 

expressão de sintases específicas, que levaram a tal resultado.   

Outra maneira pela qual PGs poderiam exercer efeitos diferenciais no 

endométrio dos animais dos grupos experimentais seria por diferentes eficácias nos 

mecanismos de sinalização, transporte e metabolização das PGs. Contudo, as 

diferentes concentrações de esteroides no período periovulatório ente os grupos 

experimentais, também não refletiram na modulação da expressão gênica dos 

receptores, transportadores e catabolisadores de PGs.  

Com o intuito de verificar se outros eicosanoides estariam sendo regulado 

pelas concentrações de esteroides realizamos a análise de outras enzimas-chave na 

síntese de prostanóides. 
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6.4 ABUNDÂNCIA DE RNAm E METABÓLITOS DE PROSTACICLINAS, 

TROMBOXANOS E LEUCOTRIENOS 

 

 

Da mesma forma que as prostaglandinas, as sintases de PGI2 (PGIS) e de 

tromboxanos (TBXAS) convertem a PGH2 à prostaciclinas e tromboxanos (FUNK, 

2001). Elucidaram-se os efeitos do estradiol na produção de PGI2 e TBXA2 em 

culturas de células endoteliais humanas, mostrando que o estradiol aumentou a 

produção de PGI2 enquanto não houve diferença na síntese de TBXA2 (SOBRINO 

et al., 2010). Corroborando com estes resultados, foi demonstrada maior expressão 

gênica da enzima de síntese de prostaciclinas no grupo F/CLG (22%; PTGIS; 

P<0,10; Tabela 2). Entretanto, os transcritos para enzima de síntese de tromboxanos 

(TBXAS1) apresentaram semelhante expressão entre os grupos (P>0,10; Tabela 2).  

Diferentemente dos prostanóides, a síntese de leucotrienos não se dá pela 

atividade de PTGS, e sim por lipoxigenases (PETERS-GOLDEN; BROCK, 2001). A 

enzima ALOX5 é a primeira enzima da casacata de síntese dos leucotrienos, sendo 

crucial na produção do principal substrato (5-HPETE) utilizado por outras enzimas 

na síntese das séries A, B, C, D e E dos leucotrienos (PETERS-GOLDEN; BROCK, 

2001). Estes eicosanoides são produzidos durante a resposta inflamatória por 

macrófagos e granulócitos, possibilitando sua ligação a receptores específicos 

(MURPHY; GIJÓN, 2007). No presente experimento, a expressão do gene 

codificante da enzima ALOX5 não diferiu entre os grupos (P>0,10; Tabela 2). A 

expressão dos genes referente às demais enzimas envolvidas na síntese de 

leucotrienos não foi avaliada neste experimento. 

Quantificaram-se as concentrações de prostanóides, utilizando-se análises de 

lipidômica, para averiguar sua associação com as quantidades de transcritos para 

PTGIS. Não foram encontradas diferenças significativas na concentração de 

prostanóides PGI2 entre os grupos F/CLG e F/CLP no lavado e tecido uterino 

(Tabelas 3 e 4).  

Ainda, foi encontrada uma variedade de metabólitos da via de síntese de 

leucotrienos, tanto nos lavados uterinos (ALOX5; LTB3; LTB4; 6-trans-LTB4; 20-

COO-LTB4; LXB4; 5HETE e 20-HETE; Tabela 3), quanto no tecido endometrial 

(ALOX5; LTB4; 6-trans-LTB4 e 5HETE; Tabela 4). Por outro lado, na via 
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correspondente aos tromboxanos, somente um metabólito (TBX2) foi identificado no 

lavado e no tecido endometrial (Tabelas 4 e 3). Entretanto, não foram observadas 

diferenças estatísticas significativas entre os tratamentos na quantificação dos 

metabólitos de prostaciclina, tromboxanos e leucotrienos identificados nos grupos 

F/CLP e F/CLG nem nos lavados uterinos (Tabela 3) nem no endométrio (Tabela 4).   

 

 

Tabela 3 - Concentrações (µg/mL) de eicosanoides no lavado uterino representados (média, ± erro 
padrão da média), razão das concentrações entre os tratamentos (FCLG/FCLP) e valores 
de P  

Símbolo do metabólito 
Média±EPM 

FCLG 
Média±EPM 

FCLP 
Razão 

FCLG/FCLP 
P < t 

12-HETE 435,53±162,12 564,10±278,17 0,77 0,68 

15-deoxy-delta-12,14-PGJ2 7,63±0,73 8,41±0,81 0,91 0,53 

15-HETE 107,15±10,19 88,05±23,04 1,22 0,42 

20-COO-LTB4 17,71±11,92 13,17±2,11 1,34 0,77 

5-HETE 46,67±6,45 37,86±16,25 1,23 0,55 

6-Ceto PGF1α 508,77±118,67 507,37±164,49 1,00 0,99 

6-trans-LTB4 8,41±5,05 5,05±1,68 1,68 0,45 

8-HETE 21,14±3,91 10,55±4,51 2,00 0,17 

8-Iso PGE2 7,05±3,05 3,82±0,29 1,85 0,35 

9-HETE 16,42±3,30 22,43±6,41 0,73 0,40 

LTB4 8,36±1,12 7,49±1,41 1,12 0,64 

LXB4 39,27±10,19 62,12 ±28,93 0,63 0,19 

PGD2 53,12±14,96 40,68±21,43 1,31 0,66 

PGE2 115,19±28,00 75,43±36,58 1,53 0,40 

PGF2α 675,31±154,77 664,39±249,42 1,02 0,97 

PGJ2/Delta 12-PGJ2 1,94±0,24 1,88±0,21 1,03 0,91 

TXB2 10,81±4,60 20,03±9,79 0,54 0,37 

 

 

A quantificação de transcritos para o receptor de TBXA2 (TBXA2R) não diferiu 

entre os grupos F/CLG e F/CLP (P>0,10; Tabela 2). Não foi possível a validação dos 

primers para receptor de PGIR por não atenderem às premissas utilizadas nas 

validações anteriormente descritas (dados não apresentados). 

Em pesquisas realizadas em estágios mais avançados do ciclo estral, foram 

observadas maiores concentrações de PGI2, PGF2α e PGE2, e menores 

concentrações para PGD2 e TXB2 em vacas não prenhes do que em vacas 
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prenhes. Em vacas prenhes as concentrações de PGs foram superiores às 

concentrações obtidas nas vacas não prenhes, mostrando a importância do aumento 

da síntese de PGs no endométrio de vacas prenhes (ULBRICH et al., 2009). Aqui, 

observou-se maior expressão de transcritos das enzimas de síntese de 

prostaglandinas (secção anterior) e de prostaciclinas no grupo F/CLG, porém esta 

modulação não foi observada nas enzimas sintéticas de tromboxanos e leucotrienos. 

Contudo, as concentrações dos metabólitos de prostagladinas e prostaciclinas não 

foram significativamente diferentes entre os grupos. Desta forma, buscando 

identificar outras rotas de síntese de eicosanoides, realizamos a quantificação de 

transcritos da via de síntese de ácidos hidroxieicosanóicos. 

 

 

6.5 ÁCIDO HIDROXIEICOSATETRAENÓICO 

 

 

As lipoxigenases ALOX12, ALOX12S e ALOX15 metabolizam o AA para a 

síntese dos ácidos hidroxieicosatetraenóicos (COFFA; SCHNEIDER; BRASH, 2005); 

(BRASH, 1999). Estes ácidos são produzidos por oxigenação direta do AA, seguida 

pela redução realizada por oxidases ou de forma espontânea (i.e., não enzimática) 

(COFFA; SCHNEIDER; BRASH, 2005).  

As enzimas ALOX12 e ALOX15 e seus metabólitos têm sido alvo de 

pesquisas envolvendo principalmente homeostase, trombose, alterações patológicas 

da pele e uma ampla variedade de neoplasias (YU, et al., 2003; KISLEY et al., 2002; 

YEUNG; NIGAM et al., 2008; HOLINSTAT, 2011). Além disso, as enzimas ALOX12 

parecem ter atividade pró-carcinogênica enquanto a enzima ALOX15 foi 

caracterizada como anticarcinogênica (SHUREIQI; LIPPMAN, 2001). Há poucas 

pesquisas realizadas com esta classe de eicosanóides no escopo reprodutivo em 

bovinos. Entretanto, são indicadas como enzimas-chave no controle da menopausa, 

neoplasias cervicais e implantação (SHUREIQI; LIPPMAN, 2001; LI et al., 2004; 

SHERWIN; CATALANO; SHARKEY, 2006). Por exemplo, observou-se que o gene 

da enzima ALOX15 teve a expressão reduzida em biópsias de embriões bovinos que 

falharam manter a gestação (EL-SAYED et al., 2013). 
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Tabela 4 - Quantificação das concentrações (µg/g) de eicosanoides presentes no tecido endometrial 
representados pela média, erro padrão da média (EPM), razão das concentrações entre 
os tratamentos (FCLG/FCLP) e valores de P 

Símbolo do metabólito 
Média±EPM 

FCLG 
Média±EPM 

FCLP 
Razão 

FCLG/FCLP 
P < t 

11β-PGF2α 1,14±0,44 0,94±0,25 1,21 0,69 

11-HETE 0,13±0,04 0,09±0,01 1,36 0,50 

12-HETE 0,18±0,04 0,14±0,04 1,30 0,51 

15-deoxy-delta-12,14-PGJ2 0,37±0,06 0,31±0,03 1,20 0,44 

15-HETE 0,17±0,04 0,22±0,11 0,78 0,68 

20-HETE 18,56±3,75 18,04±3,99 1,03 0,93 

5-HETE 0,19±0,03 0,30±0,09 0,64 0,27 

6-Ceto-PGF1α 52,95±1,13 75,46±23,23 0,70 0,42 

6-trans-LTB4 1,01±0,25 1,19±0,39 0,85 0,69 

8-HETE 0,20±0,08 0,50±0,27 0,39 0,26 

8-isoPGE2 1,37±0,34 1,15±0,58 1,19 0,74 

9-HETE 0,15±0,05 0,97±0,28 0,15 0,02 

Delta-12-PGJ2/ PGJ2 0,08±0,01 0,12±0,02 0,72 0,30 

LTB4 0,22±0,04 0,20±0,03 1,14 0,61 

PGD2 90,62±16,14 86,86±18,28 1,04 0,88 

PGE2 9,72±2,51 9,50±1,41 1,02 0,94 

PGF2α 14,69±1,58 17,62±2,42 0,83 0,37 

TXB2 0,56±0,12 0,48±0,08 1,16 0,64 

 

 

Análises de microrranjo indicam que tanto a enzima ALOX15 como o 

metabólito 12-HETE sejam essenciais para implantação em mulheres (SHERWIN; 

CATALANO; SHARKEY, 2006). Assim, também tem se especulado a essencial 

interação entre o metabólito 12-HETE e o receptor nuclear de prostaglandinas PPAR 

durante a implantação em camundongos (LI et al., 2004). Desta forma, foi 

quantificada a expressão dos transcritos para ALOX12, ALOX12S e ALOX15B com 

o intuito de verificar se diferentes padrões de liberação de esteroides associados aos 

grupos F/CLG e F/CLP são capazes de regular a expressão gênica destas enzimas. 

Os genes ALOX12 e ALOX12S foram mais expressos no F/CLG que no grupo 

F/CLP (41 e 46%, respectivamente; P>0,10; Tabela 2). Apesar da ALOX15 exercer 

atividades em conjunto com a ALOX 12, como por exemplo, na resposta inflamatória 

e na implantação ( LI et al., 2004; WUEST et al., 2012), não foram observadas 

diferenças nas quantidades de transcritos do gene ALOX15B entre os grupo F/CLG 

e F/CLP. 
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Os metabólitos das ALOX: 8-HETE, 11-HETE, 12-HETE e 15-HETE foram 

encontrados em concentrações semelhantes entre os grupos experimentais, tanto 

nos lavados como nos tecidos endometriais (P>0,10; Tabelas 4 e 5). No entanto, o 

metabólito 9-HETE, foi diferencialmente expresso no tecido endometrial, 

apresentando maiores concentrações no grupo F/CLP (P<0,10; Tabela 4). 

Entretanto, não há pesquisas realizadas com este metabólito envolvendo sua função 

em processos reprodutivos. Tal metabólito tem sido estudado principalmente em 

patologias envolvendo o estresse oxidativo, podendo ser utilizada para identificação 

de peroxidação oxidativa em doenças cardíacas (SHISHEHBOR et al., 2006).  Este 

metabólito é produzido por peroxidação não enzimática, assim, por não possuir 

enzimas específicas que promova sua síntese não foi possível realizar análises de 

expressão gênica neste ponto da via de síntese.  

Os ácidos hidroxieicosatetraenóicos são compostos pouco estudados nos 

processos reprodutivos de bovinos, durante o diestro inicial. Desta forma, estes 

compostos representam notável importância na descoberta de suas funções 

reprodutivas em bovinos. 
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7 SUMÁRIO DE RESULTADOS 

 

 

A enzima PLA2 representa um ponto crítico na síntese de eicosanoides, 

favorecendo a disponibilização de substrato (AA) para a síntese desses compostos. 

No presente estudo, apenas o gene desta enzima (PLA2G10) foi mais expressa no 

grupo F/CLP, entretanto, não foi observado aumento da expressão gênica na via de 

síntese e sinalização de eicosanoides ou das concentrações dos eicosanoides neste 

grupo. Em contraste, houve maior expressão gênica da maioria das PGs sintases 

(AKR1C3, AKR1C4, CBR1, PTGES e PTGIS) e de uma sintase de ácido 

hidroxieicosatetraenóico (ALOX12) no grupo F/CLG. Entretanto, não foram 

observadas diferenças na expressão de RNAm das PTGS (PTGS1 e PTGS2), outras 

sintases (AKR1B1, PTGES2, PTGES3 e TBXAS1), proteína transportadora de PG 

(SLCO2A1), receptores (PTGER2, PTGER4, PTGDR e TBXAR2) e enzima 

metabolizadora (HPGD).  Os eicosanoides quantificados em cada ramificação da via 

de metabolização do AA não foram diferencialmente expressos, exceto o metabólito 

9-HETE, com maiores concentrações no grupo F/CLP. Desta forma, a manipulação 

da síntese endógena de esteroides ovarianos foi capaz de modular a expressão 

gênica de enzimas envolvidas na síntese de eicosanoides e de modular a presença 

de apenas um metabólito. Contudo, a expressão gênica é o ponto inicial da cascata 

de síntese de eicosanoides. Esta cascata é composta por uma ampla variedade de 

eventos biológicos que estão associados a uma complexa rede de interações 

enzimáticas e não enzimáticas que interferem na síntese de eicosanoides. Estes 

mecanismos de controle poderiam explicar o fato de não haver diferenças entre os 

grupos experimentais na síntese de eicosanoides. Contudo, novas pesquisas 

envolvendo outras técnicas serão necessárias para explicar o controle dos 

esteroides na síntese de eicosanoides. 
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8 CONCLUSÃO 

 

 

A manipulação do crescimento folicular e do corpo lúteo foi capaz de 

promover diferentes concentrações de estradiol no proestro e de progesterona no 

dia sete do ciclo estral de fêmeas bovinas. 

Menores concentrações de estradiol e progesterona levaram ao aumento da 

expressão gênica da  enzima PLA2G10. Por outro lado, elevadas concentrações 

destes esteroides aumentaram a expressão gênica das enzimas AKR1C3, AKR1C4, 

CBR1, PTGES, PTGIS e ALOX12, relacionadas à síntese de eicosanoides no 

endométrio.  

Contudo, diferentes ambientes endócrinos periovulatórios não influenciaram 

as concentrações de eicosanoides no lavado e tecido endometrial, exceto as do 

metabólito 9-HETE, que apresentou maiores concentrações no tecido endometrial 

sob menores concentrações de estradiol e progesterona. 

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que as concentrações de 

estradiol e progesterona foram capazes de modular a expressão de genes relativos 

a síntese de eicosanoides, porém não influenciaram as concentrações dos 

eicosanoides no endométrio de fêmeas bovinas no sétimo dia do ciclo.  
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APÊNDICE B 

A) 

 

 

B) 

 

 

C)            D) 

            

 

Figura 4 -Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PLA2G10 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão 
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B)  

 

 

C)                                                           D)  

                

Figura 5 -Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica PTGS2 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após a 
indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão 
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B) 

 

C)                                                    D) 

           

Figura 6 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica PTGS1 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após a 
indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão 
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B)  

 

 

C)              D)  

                

Figura 7 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PTGES1 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão 
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C)        D)  

               

Figura 8 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PTGES2 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão 
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C)         D)  

              

Figura 9 -Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PTGES3 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão 
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C)          D)  

             

Figura 10 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a AKR1B1 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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C)        D)  

              

Figura 11 -Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a AKR1C3 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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C)        D) 

               

Figura 12 -Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a AKR1C4 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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C)              D)  

           

Figura 13 -Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a HPGD no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após a 
indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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B)  

 

C)  

 

Figura 14 -Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PTGER2 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 
após a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos 
animais analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) 
Plotagem da Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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C)            D)  

               

Figura 15 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PTGER4 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 
após a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos 
animais analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) 
Plotagem da Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 16 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a TBXAR2 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 17 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a ALOX15B no endométrio de vacas Nelore no dia 7 
após a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos 
animais analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) 
Plotagem da Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 18 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a ALOX12 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 19 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PGDS no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após a 
indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 

  



128 

 

A)  

 

B)  

 

C)        D)  

                

Figura 20 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PGDR no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após a 
indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 21 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a SLCO2A1 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 
após a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos 
animais analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) 
Plotagem da Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 22 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a CBR1 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após a 
indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 23 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a PTGIS no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após a 
indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 24 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a TBXAS1 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão; 
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Figura 25 - Validação da técnica de PCR em Tempo Real para a mensuração da abundância de 
transcritos do gene que codifica a ALOX5 no endométrio de vacas Nelore no dia 7 após 
a indução da ovulação. A) Curvas Padrão de Amplificação das amostras dos animais 
analisados; B) As curvas de amplificação das amostras da curva padrão; C) Plotagem da 
Curva Padrão; D) Curvas de dissociação das amostras da curva padrão 




