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RESUMO

SOUSA, R. T. Estudo do mecanismo molecular da progesterona e do estradiol no
desenvolvimento do endométrio de novilhas Nelore pré-puberes [Study of the molecular
mechanism of progesterone and estradiol in the development of endometrial pre — pubertal
Nellore heifers]. 2017 128f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2017.

A elucidacdo dos eventos fisioldgicos, pelos quais o0s esteroides ovarianos atuam no
desenvolvimento endometrial de novilhas pré-paberes, ¢ fundamental para o emprego de
ferramentas de manejo reprodutivo que reduzam a idade ao primeiro parto e aumentem a taxa
de desfrute do rebanho Nelore. Objetivou-se com este estudo averiguar os efeitos de implante
de liberacdo sustentada de progesterona (DIB) e da manipulagdo do crescimento folicular,
através de aspiracao folicular transvaginal (AFTV), sobre mecanismos moleculares de genes
modulados pela progesterona (P4) e pelo estradiol (E2) no endométrio de novilhas Nelore pré-
puberes. 60 novilhas com 13,9 + 2,9 meses, peso de 273,6 + 5,6 kg, escore de condicdo
corporal 5,9 + 0,7, em uma escala de 0 a 9, sem sinais de ovulagdo, foram aleatoriamente e
equitativamente distribuidas em quatro estratégias hormonais: 1) AFTV1 sem DIB®:
submetidas a aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia um dia antes do
abate (AFTV1), sem o emprego de DIB; 2) AFTV4 sem DIB: também sem DIB e submetidas
a aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassonografia quatro dias antes do abate
(AFTV4); 3) AFTV1 com DIB® submetidas a uso de dispositivo intravaginal de liberacio
sustentada de progesterona (DIB®, MSD Salide Animal Brasil), usado previamente por duas
vezes em vacas Bos indicus e AFTV1; Grupo 4; com DIB® e AFTV4. Ao final do
experimento, 35 animais, que ndo apresentaram presenca de corpo lateo, foram abatidos e
tiveram seus Uteros dissecados no lado ipso e contralateral, levando-se em consideracdo o
maior diametro de foliculo um dia antes do abate. Para a extracdo do &cido ribonucleico
(RNA) total foram selecionados tecidos intercarunculares, obtidos das porcdes do ter¢co médio
do corno uterino direito e esquerdo, de seis animais de cada tratamento, totalizando 48
amostras de RNA total. Apos a extracdo do RNA total e sintese do acido desoxirribonucleico
complementar (cDNA), a abundéncia dos transcritos foi avaliada empregando PCR em tempo
real. Para estudar a regulagdo endometrial dos receptores de esteroides, foi mensurada a
expressao relativa do: receptor de estrogenos alpha (ESR1) e beta (ESR2), receptor de

progesterona isoformas A (PGR1), B (PGR2) e C (PGR3), receptor componente de membrana



1 (PGRMC1) e 2 (PGRMC?2). Assim como de genes envolvidos em vias de resposta a P4 e ao
E2: AQP4 (transporte de agua), EGFR, FGF2, FGF2R, VEGFA, WNT5A (proliferacdo
celular), OXTR, LPL, LTF, SERPINA14, SLC2Al (atividade secretéria), MMP2, MMP9
(remodelamento de matriz extracelular) e MUC1 (adeséo celular). O GAPDH foi utilizado
como gene constitutivo para correcdo dos resultados de expressdo génica. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, utilizando o PROC MIXED do SAS 9.3. Houve interacéo
entre os efeitos de corno uterino, DIB e AFTV sobre a expressao relativa de ESR1 (P = 0,05);
EGFR (P = 0,05); PGR1 (P = 0,02); FGF2 (P = 0,01); FGFR2 (P = 0,10) e LPL (P = 0,04).
Também foi verificado interacdo AFTV x corno uterino sobre a expressdo relativa de PGR3
(P =0,07); PGRMCl e 2 (P =0,02; P = 0,01), respectivamente; AQP4 (P = 0,09); MUCL1 (P
=0,03); SLC2A1 (P = 0,09). Ocorreu interacdo DIB x corno uterino sobre a expressao relativa
de PGRMCL1 e 2 (P = 0,05; P = 0,03), respectivamente; AQP4 (P = 0,09) e OXTR (P = 0,08).
E interacdo AFTV x DIB sobre a expressao de VEGFA (P = 0,09); MMP9 (P = 0,09); WNT5A
(P = 0,01); SLC2A1 (P = 0,01). Enquanto que a expressdo relativa da SERPINA14 foi
influenciada pelo DIB (P = 0,02) e localizacdo do corno uterino (P = 0,05). Estes resultados
confirmam a complexa modulacdo dos receptores de esteroides ovarianos pela presenca de
DIB®e dia da AFTV, na alteragio da acéo bioldgica de genes alvos, no tecido endometrial de
novilhas Nelore pré-paberes. Baixos didmetros foliculares proximo ao abate, aumentaram a
expressao relativa de MUC1 no corno contralateral, sugerindo uma menor receptividade neste.
Ademais, o aumento do peso uterino em funcgdo da inclusdo do DIB, possivelmente seja uma
consequéncia da maior abundancia de transcritos de SERPINA14 e AQP4, mediados
principalmente pelo PGRMC1 e PGRMC2.

Palavras-chave: Fisiologia da reproducdo. Expressdo génica. Puberdade, Tecido endometrial



ABSTRACT

SOUSA, R. T. Study of the molecular mechanism of progesterone and estradiol in the
development of endometrial pre—pubertal Nellore heifers [Estudo do mecanismo molecular da
progesterona e do estradiol no desenvolvimento do endométrio de novilhas Nelore pré-
puberes] 2017. 128f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2017.

The elucidation of the physiological events by which ovarian steroids act on endometrial
development of pre-pubertal Nellore heifers, is critical for the for the use of reproductive
management tools that reduce the age of first calving and increase the slaughter rate of the
Nellore herd. The objective of this study was to investigate the effects of progesterone
sustained release implant (DIB) and manipulation of follicular growth, through transvaginal
follicular aspiration (TFA), on molecular mechanisms of genes modulated by progesterone
(P4) and estradiol (E2) in the molecular mechanisms involved in the endometrial development
of pre-pubertal Nellore heifers. Sixty heifers with 13.9 + 2.9 months of age, weight of 273.6 +
5.6 kg, body condition score 5.9 + 0.7, on a scale from 0 to 9, without signs of ovulation, were
randomly and evenly distributed into four hormonal strategies: 1) TFA1 without DIB®:
submitted to transvaginal follicular aspiration guided by ultrasonography one day before
slaughter (TFA1), without the use of DIB; 2) TFA4 without DIB®: also without DIB and
submitted to transvaginal follicular aspiration guided by ultrasound four days before slaughter
(TFA4); 3) TFAL with DIB®: Submitted to the use of intravaginal progesterone sustained
release device (DIB®, MSD Animal Health Brazil), previously used twice in Bos indicus cows
and TFAL; Group 4; with DIB® and TFA4. At the end of the experiment, 35 animals, which
did not present a corpus luteum, were slaughtered and had their uterus dissected on the ipso
and contralateral sides, taking into account the largest follicle diameter one day before
slaughter. For the extraction of total ribonucleic acid (RNA), intercaruncular tissues were
obtained from the middle third of the right and left uterine horns of six animals from each
treatment, totaling 48 samples of total RNA. After extraction of total RNA and
complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) synthesis, abundance of the transcripts was
assessed using real-time PCR. To study the endometrial regulation of steroid receptors, the
relative expression of: alpha (ESR1) and beta (ESR2) estrogen receptor, progesterone receptor
isoforms A (PGR1), B (PGR2) and C (PGR3), membrane component receptor 1 (PGRMC1)
and 2 (PGRMC2). As well as genes involved in P4 and E2 response pathways: AQP4 (water



transport), EGFR, FGF2, FGF2R, VEGFA, WNT5A (cell proliferation), OXTR, LPL, LTF,
SERPINA14, SLC2AL1 (secretory activity), MMP2, MMP9 (extracellular matrix remodeling)
and MUCL1 (cell adhesion). GAPDH was used as a constitutive gene for the correction of gene
expression results. The data were submitted to analysis of variance, using PROC MIXED of
SAS 9.3. There was interaction between the effects of uterine horn, DIB and TFA on the
relative expression of ESR1 (P = 0.05); EGFR (P = 0.05); PGR1 (P = 0.02); FGF2 (P = 0.01);
FGFR2 (P = 0.10) and LPL (P = 0.04). It was also verified the TFA X uterine interaction on
the relative expression of PGR3 (P = 0.07); PGRMCL1 and 2 (P = 0.02, P = 0.01, respectively);
AQP4 (P = 0.09); MUCL1 (P = 0.03); SLC2A1 (P = 0.09). DIB x uterine interaction occurred
on the relative expression of PGRMC1 and 2 (P = 0.05; P = 0.03, respectively); AQP4 (P =
0.09) and OXTR (P = 0.08). And TFA x DIB interaction on VEGFA expression (P = 0.09);
MMP9 (P = 0.09); WNT5A (P = 0.01); SLC2A1 (P = 0.01). While the relative expression of
SERPINA14 was influenced by DIB (P = 0.02) and location of the uterine horn (P = 0.05).
These results confirm the complex modulation of ovarian steroid receptors by the presence of
DIB® and TFA day in the alteration of the biological action of target genes in the endometrial
tissue of prepubertal Nellore heifers. Low follicular diameters close to slaughter, increased the
relative expression of MUCL in the contralateral horn, suggesting a lower receptivity. In
addition, increased uterine weight as a function of the DIB® inclusion is possibly a
consequence of the greater abundance of SERPINA14 and AQP4 transcripts, mainly mediated
by PGRMC1 and PGRMC2.

Keywords: Physiology of reproduction. Gene expression. Puberty. Endometrial tissue
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1. INTRODUCAO

A raca Nelore ocupa lugar de destaque entre as racas zebuinas Bos taurus indicus
utilizadas nos sistemas de producdo de carne do Brasil, principalmente pela adaptacdo ao
clima tropical. Entretanto, animais deste grupo genético, costumam ser sexualmente mais
tardios que os de ragas taurinas Bos taurus taurus, mesmo quando criados em condicgdes
semelhantes (RODRIGUES et al., 2002).

O atraso na vida reprodutiva das matrizes tem como consequéncias 0 aumento do
rebanho ndo produtivo na propriedade, reducdo na taxa de desfrute e eficiéncia de producéo
de bezerros, diminuindo o lucro da atividade e atrasando o processo de selecdo genética
(RESTLE et al., 1999). A melhoria no desempenho reprodutivo, através da reducao na idade
ao primeiro parto (IPP) das fémeas exerceria impacto significativo sobre os indicadores
produtivos do rebanho.

Sabendo-se da estrita relacdo entre os indices reprodutivos e produtivos do rebanho
zebuino nacional, fazem-se necessarios estudos basicos que permitam conhecimento mais
profundo e conciso da fisiologia envolvida na puberdade e na maturidade sexual de novilhas
Nelore e sua relacdo com estagios reprodutivos posteriores a exemplo da gestacéo e parto.

Em bovinos, o desenvolvimento do sistema reprodutivo pds-natal é marcado
primeiramente por um aumento no crescimento de todo o trato reprodutivo entre 3 e 4 meses
de idade, seguido por um periodo de platd, ou crescimento lento, e por uma fase de
crescimento acelerado proxima a primeira ovulacdo. Estas diferencas no crescimento e
desenvolvimento sdo consequéncias da variagdo na concentracdo de gonadotrofinas que
aceleram a proliferacdo folicular e a producdo de estradiol determinando a diferenca na
velocidade de crescimento dos 6rgaos reprodutivos em diferentes periodos (HONARAMOOZ
etal., 2004).

Durante os estagios finais da maturacdo sexual em novilhas, a progesterona e o estradiol
induzem  mudancas  significativas no  endométrio  capacitando as  fémeas
a reproducdo, por promover um ambiente uterino mais adequado ao desenvolvimento do
embrido (BERGFELD et al., 1994).

O endométrio bovino é caracterizado por ser um tecido altamente sensivel aos
horménios esteroides ovarianos, por conter receptores para a progesterona e estradiol
(WATHES; HAMON, 1993; BOOS et al., 1996). Em fémeas bovinas ciclicas 0 nimero
desses receptores ¢ modulado de acordo com a concentracdo circulante destes hormdnios ao
longo do ciclo estral (ROBINSON et al., 2001; MARTIN et al., 2008).
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As ac¢des do estradiol no endométrio, sdo moduladas principalmente através das duas
formas da proteina receptora, uma denominada de receptor de estradiol a (ERa) e outra de
(ER B), que sdo expressas por diferentes genes (ENMARK et al., 1997) e do receptor de
estrégeno acoplado a proteina G (GPER) (LEVIN, 2011; CHENG et al., 2011; SANDEN et
al., 2011). Enquanto que as modulagfes genémicas da progesterona ocorre por meio de trés
isoformas de proteinas especificas e intercelulares do receptor de progesterona (PGR);
receptor de progesterona A (PGR1, 86kDa), B (PGR2, 100kDa) e C (PGR3, 76kDa) (MOTE
et al., 2006; GRAHAM; CLARKE, 1997; WEI et al., 1990; WEI et al., 1996; CONDON et
al., 2003).

Além das vias de modulacdo classica, a progesterona pode desencadear seus efeitos
bioldgicos por meio de seus receptores acoplado a proteina G, sendo referenciados como
receptores de progesterona componentes de membrana 1 (PGRMC1) e 2 (PGRMC?2), esses
receptores sdo responsaveis pelos efeitos rapidos da progesterona em diferentes células do
endométrio, (LOSEL et al., 2008; GELLERSEN; FERNANDES; BROSENS, 2009). Em
fémeas ciclicas, ap6s a ligacdo da progesterona e do estradiol aos seus receptores no
endomeétrio, ocorre um padrdo especifico de transcricdo génica nas células do lumen, das
glandulas e estroma endometrial (SPENCER; BAZER, 1995; STEWART et al., 2000;
ULBRICH et al., 2009).

Apesar da existéncia de literatura sobre o efeito da progesterona e do estradiol, na
modulacdo das vias génicas relacionadas, com o desenvolvimento uterino de fémeas bovinas
ciclicas (WATHES; HAMON, 1993; BOOS et al, 1996; ROBINSON et al.,2001; MARTIN et
al., 2008), os estudos sobre acdo dos horménios esteroides sobre o endométrio de novilhas
pré-puberes, sdo escassos. Este contexto evidencia a necessidade do entendimento dos
mecanismos envolvidos no desenvolvimento endometrial e na modulacdo dos receptores de
estradiol e de progesterona, no endométrio de novilhas Nelore pré-puberes. A elucidacdo dos
eventos fisioldgicos que atuam no desenvolvimento endometrial de novilhas pré-puberes sera
de grande importancia para o desenvolvimento de estratégias reprodutivas, que propiciem um
ambiente uterino mais adequado.

Visando o preenchimento das lacunas de conhecimento dos mecanismos moleculares
ligados a maturidade sexual em fémeas Nelore, o Laboratério de Pesquisa em Gado de Corte-
LPCG, onde o presente estudo foi conduzido, desenvolveu um modelo experimental
executado por DINIZ-MAGALHAES (2015), visando entender os mecanismos moleculares
da progesterona e do estradiol em diferentes areas do hipotdlamo em novilhas Nelore pré-

puberes. As estratégias hormonais aqui avaliadas modulou a expressdo génica hipotalamica.
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Contudo além do hipotdlamo, supde-se que o Utero, especificamente o endométrio também
tenha o seu padrdo de expressdao génica modificado, pelas diferentes concentracdes dos
horménios sexuais. O estudo apresentado nesta tese possui ampla relevancia no entendimento
das vias de sinalizacdo génica dentro do contexto fisioldgico do endométrio de novilhas
Nelore pré-puberes.

Formulou-se, portanto, a hipdtese geral que ambientes hormonais distintos modulam
diferentemente a expressdao de RNAm, no endométrio de novilhas Nelore pré-puberes.

Os objetivos especificos deste trabalho foram comparar, em diferentes estratégias
hormonais de inducéo de puberdade, a influéncia da insercdo do dispositivo de liberacdo lenta
de progesterona, associada com a aspiracao folicular transvaginal realizada em diferentes dias
em relacdo ao abate, no: (1) peso do utero (2) abundéncia dos transcritos dos receptores de
progesterona e estradiol, (3) abundancia de transcritos de genes alvos da progesterona e
estradiol, que regulam a funcdo endometrial, visando melhor entendimento da modulagéo

molecular da progesterona e do estradiol sobre o desenvolvimento do endométrio uterino.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Nesta revisdo de literatura serdo abordados temas relacionados a idade ao primeiro
parto de novilhas, fisiologia da puberdade, caracteristicas anatdmicas e histologicas do Gtero,
assim como a regulacdo do ambiente uterino pela progesterona e estradiol.

2.1 Idade ao primeiro parto

A idade ao primeiro parto (IPP) é um dos aspectos que refletem diretamente na
determinacdo da eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, tendo grande influéncia no nimero de
bezerros produzidos durante toda a vida produtiva da futura vaca (BAGLEY, 1993;
ENDECOTT et al., 2013; SHORT et al., 1990; STYGAR; KRISTENSEN; MAKULSA,
2014; MACHADO et al., 2001). E partindo desse pressuposto, a inclusdo de novilhas em
idades mais jovens a reproducédo, pode reduzir as categorias improdutivas na propriedade
(ZERVOUDAKIS et al., 2002).

Resultados encontrados para a raca Nelore tém demostrado altos coeficientes de
herdabilidade (h?) que variam de 0,57 (ELER et al., 2002), a 0,73 (SILVA et al., 2003) para
prenhez aos 14 meses; 0,52 para prenhez aos 16 meses (DIAS, 2004). Esse alto coeficiente de
herdabilidade para inicio da prenhez aos 14 meses de idade sugere uma falha na selecéo para
esta caracteristica nessa raca (ELER et al., 2002). Em uma pesquisa realizada por Lcia et al.
(2002) para acompanhar a dindmica folicular de novilhas da raca Nelore, do oitavo ao décimo
sexto més de idade, foi observado que a taxa de crescimento folicular (mm/dia), permaneceu
constante, entretanto o foliculo dominante apresentou maior diametro final com o decorrer da
idade. Eles observaram ainda que 32% das novilhas tornaram-se gestantes aos 15 meses de
idade (consideradas precoces), e o diametro folicular foi maior dos 12 aos 14 meses de idade.
Em paises com pecuaria mais produtiva, 0 manejo seletivo visa a entrada das novilhas em
estagdo de monta aos 15 meses, resultando em IPP de 24 meses e produtividade maxima
(WOLFE et al., 1990; PATTERSON et al., 1992). Teixeira (1997) reportou que a antecipacéo
do primeiro parto em novilhas Nelore aumentou em 45% a receita bruta da atividade. Colocar
novilhas em reproducdo em idades tardias em torno de dois ou trés anos de idade, por
exemplo, leva a necessidade de manter um rebanho 24 e 48%, respectivamente, maior que
rebanhos com novilhas cobertas com 15 meses (FRANCO, 2005). Novilhas que atingem a

puberdade em idades mais precoces, permitindo as mesmas parir um bezerro aos 24 meses de
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idade, possuem maiores chances de apresentarem um maior desempenho durante a sua vida
produtiva (FUNSTON et al., 2012; LESMEISTER; BURFENING; BLACKWELL, 1973).
Ao se reduzir o custo com a exclusdo de um ano de recria aumenta-se 0,5 a 0,8 bezerros por

vaca durante a sua vida produtiva (ELER et al., 2010).

2.2 Neuroendocrinologia da puberdade

A puberdade é considerada um importante indicador econémico na pecuaria de corte.
Dentro da fisiologia reprodutiva de fémeas, a puberdade pode ser definida como a aquisicéo
da capacidade reprodutiva, que € marcada por alteragcdes na concentracdo de gonadotrofinas e
pelo aumento dos hormonios esteroides sexuais circulantes, envolvendo um complexo
processo fisioldgico e molecular (LEE, 1995; HONARAMOOZ et al., 1999).

O periodo correspondente aos 40-60 dias prévios a primeira ovulacao € designado como
pré-puberdade (DAY; NOGUEIRA, 2013). Esta fase envolve a transi¢cdo de um periodo de
inatividade ovarina para outro, no qual ocorre o estdgio final da maturacdo do eixo
hipotalamico-hipofise-gonadal, onde as ovula¢es ocorrem regularmente (MORAN et al.,
1989). Contudo a puberdade ndo deve ser interpretada como um evento isolado, mais sim
como uma etapa final de uma série de alteraces fisioldgicas e morfoldgicas que culminam
com o primeiro estro e ovulacdo (WILTBANK et al., 1969), acompanhado de
desenvolvimento de um corpo luteo funcional (KINDER et al.,1987).

Enquanto a puberdade pode ser denominada como um marco, a maturidade sexual € um
fendbmeno que se segue a puberdade, completando-se apds trés ou quatro ciclos estrais
(GOTTSCHALL, 2011). E devido a isto, 0 acasalamento logo ap6s o primeiro estro seguido
de ovulacdo ndo é aconselhado, ja que a fertilidade nesse periodo tem sido reportada como
baixa principalmente pela ocorréncia de um ciclo estral curto associado a uma lute6lise
prematura do corpo luteo entre 0 8° e 12° dias (YAVAS; WALTON, 2000) resultando em
uma concentragio sérica de progesterona menor que 1,0 ng/ml no dia 9 do ciclo (SA FILHO
et al., 2007), o que impede a manutencdo da prenhez, j& que o periodo critico para o
reconhecimento materno da prenhez ocorre do 15°ao 19° dias (GIASSETTI et al., 2008).

Outro ponto importante, esta relacionado com a maturacgéo final do trato reprodutivo da
futura matriz, resultante da exposicao aos esteroides ovarianos, dos ciclos estrais posteriores a
obtencdo da puberdade (SA FILHO et al., 2007).

Diferentes mecanismos evitam que o sistema enddcrino reprodutivo da bezerra seja

ativado antes do tempo adequado, permitindo a continuidade do crescimento e
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desenvolvimento do animal. Existem basicamente dois padrdes de supressdo da atividade
gonadal pds-natal que assume maior ou menor importancia nas diferentes espécies estudadas.
Em primatas e equinos, por exemplo, a supressédo da atividade gonadal é de origem central, ou
seja, independente das gbnadas, a secrecdo de gonadotrofinas é suprimida, por inibicdo direta
do Sistema Nervoso Central (SNC), em consequéncia do aumento da atividade
neurotransmissora gabaérgica, sobre a secrecdo do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (TERASAWA; FERNANDEZ, 2001; NOGUEIRA; GINTHER, 2000). J& em
camundongos e na espécie bovina a inibicdo da atividade reprodutiva acontece por uma
sensibilidade excessiva do hipotdlamo ao estradiol, ocorrendo uma exacerbacdo da
retroalimentacdo negativa deste horménio sobre o hipotdlamo (RAMIREZ; MCCANN, 1963;
DAY etal., 1987).

Em bezerras, a pequena quantidade de estradiol secretada pelos foliculos ovarianos apos
0 nascimento é suficiente para desencadear uma supressdo na secre¢do pulsatil do horménio
luteinizante (LH) (RODRIGUEZ; WISE, 1991). Dentre os hormonios envolvidos com a
fisiologia da puberdade o LH é considerado o fator enddcrino primario para que a novilha se
torne pubere. E isso s6 € possivel a partir da reducdo do feedback negativo exercido pelo
estradiol (DAY et al., 1987; COUSE; KORACH, 1999; DAY et al., 2010), o que é observado
na fase pré-pubere. A secrecdo pulsatil de LH é estabelecida nas bezerras por volta de 1 a 2
meses de idade (ANDERSON et al., 1996) e aumenta por volta do 3° e 5° meses de idade
(SCHAMS et al., 1981). Subsequentemente, a secrecdo de LH diminui (SCHAMS et al.,
1981) e mantem-se relativamente baixa (fase estatica) até um novo aumento da secrecdo de
LH (fase pré-pubere) culminando em puberdade (DAY et al., 2010).

Como ja relatado, uma das causas do aumento na frequéncia de pulsos de LH na fase
pré-pubere é consequéncia da menor sensibilidade do hipotalamo a retroalimentacdo negativa
exercida pelo estradiol (HONARAMOOZ, 1999) e esse aumento resulta em crescimento dos
foliculos antrais e aumento da producdo de estradiol, seguido por um aumento transitorio da
secrecdo de LH (Day et al., 1987; Day et al., 2010).

Em novilhas, a concentracdo plasmatica de estradiol permanece relativamente baixa até
um més antes da puberdade, quando aumenta gradualmente até o momento da primeira
ovulacdo (NAKADA et al., 2000). J& a concentracdo sérica de FSH permanece relativamente
estavel no periodo que antecede a primeira ovulacdo (EVANS et al., 1994).

No periodo pré-puberal os pulsos de LH ocorrem em uma frequéncia de um a quatro a
cada 24 horas, contra uma frequéncia de um pulso por hora de animais ciclicos. Durante as

trés semanas que precedem a puberdade, as concentracdes séricas de progesterona poucas
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vezes ultrapassam o valor de 0,5ng/ml. A transicdo para o desencadeamento da puberdade é
caracterizada por um aumento nas frequéncias dos pulsos de LH, seguido de ovulagéo e
aumento significativo da concentragdo sanguinea de progesterona. Estes aumentos de
progesterona precedidos por pulsos de LH tem origem na luteinizacdo de foliculos ovarianos
(DAY; ANDERSON, 1998). O primeiro pico de LH pré-ovulatério ocorre somente apds o
aumento da progesterona necessaria para a sensibilizacdo dos centros nervosos e
desencadeamento de comportamento de estro (ANDERSON et al., 1996). O pico de LH
induzido pelo estradiol produzido pelos foliculos em crescimento reprograma a funcéo das
células da granulosa provocando luteinizacdo, ruptura da parede do foliculo e liberacdo do
odcito (HILIER, 2001).

Além das mudancas observadas no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal durante o
periodo que antecede a maturidade sexual, os 6rgdos sexuais também passam por alteracdes
morfofisioldgicas, propiciando condi¢Ges adequadas para o estabelecimento da prenhez,
dentre as alteracdes fenotipicas relatadas, estdo: 0 aumento no peso do Utero, cérvix e vagina,
onde as novilhas pré-puberes geralmente apresentam diametro do Gtero inferior em relacdo as
novilhas puaberes (DESJARDINS; HAFS, 1969; HONARAMOOZ et al., 2004).

2.3 Relagéo entre peso vivo, nutricéo e puberdade

Os mecanismos da atuacdo dos fatores nutricionais sobre o desencadeamento da
puberdade sdo multifatoriais, podendo ocorrer varias interacdes entre a disponibilidade dos
nutrientes, com o gendtipo, peso, escore de condicdo corporal, idade e composicao corporal
dos animais (COLLIER et al., 2006; PETROVIC et al., 2012; ROBINSON et al., 2006). O
conhecimento do peso vivo e composi¢do corporal das novilhas a puberdade é fundamental
para a definicdo do sistema de criacdo das mesmas, uma vez que determinam o ganho de peso
necessario durante a fase pré-pubere. E apesar da importancia do peso vivo e composi¢do
corporal a puberdade, existe uma escassez de literatura referente os efeitos dessas
caracteristicas na raca Nelore (SILVA et al., 2009).

Em uma metandlise de dados brasileiros realizada por Silva et al., (2009) onde foram
utilizados dados de novilhas Nelore criadas em condicGes brasileiras, foi verificado que as
novilhas dessa raca atingiram a puberdade com 312 kg de peso vivo (PV) e 22 meses de
idade, enquanto que novilhas cruzadas atingiram a puberdade com 289 kg e 14 meses de
idade. Foi reportado também uma tendéncia de aumento no PV a puberdade das novilhas,

Nelore ou cruzadas com Nelore, com maior ganho de peso na fase pré-puberdade (P=0,07).
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Novilhas com baixo ganho de peso (média de 481 g/d) atingiram a puberdade com 296 kg de
PV, enquanto que as novilhas com maior ganho de peso (média de 688 g/d) atingiram a
puberdade com 311 kg de PV.

Novilhas Bos taurus taurus alimentadas com alta incluséo de concentrado obtiveram
uma taxa média de 84% de puberdade precoce aos 262 dias de idade. Enquanto que o
tratamento controle dessa série de quatro estudos (GASSER et al. 2006a; 2006b; 2006c, 2006
d), obteve uma taxa de 19% de puberdade aos 348 dias de idade. Esses achados além de
evidenciarem o efeito da nutricdo na obtencdo da puberdade, também nos permite verificar a
disparidade no &mbito genético entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus, no quesito
puberdade, ja que em Bos taurus indicus admite-se puberdade precoce aos 420 dias ou seja
aos 14 meses (NOGUEIRA, 2004).

Embora os dados de literatura tenham dado pouca énfase, o ganho de peso logo apds o
desmame tem se demonstrado como um relevante fator no desencadeamento da puberdade em
novilhas, onde maiores ganhos de peso nessa fase resultam em menores idades a puberdade
(WILTBANK et al., 1966). O fornecimento de dietas com alta densidade energética apds o
desmame aos 73 + 3 dias de idade, ativou precocemente o eixo reprodutivo de bezerras
cruzadas Aberdeen Angus x Simental, resultando em puberdade antes dos 300 dias de idade
(GASSER et al., 2006).

Inimeras teorias foram desenvolvidas na tentativa de explicar como o status nutricional
influencia o desencadeamento da puberdade. Em 1974, Frisch; McArthur propuseram, entéo,
a hipdtese de que uma quantidade minima de gordura corporal seria necessaria para a
ocorréncia normal da menarca em adolescentes e da menstruagdo normal nas mulheres.
Entretanto a teoria da “porcentagem minima de gordura’’, ainda é controversa (SILVA et al.,
2014). Estudos realizados com ratos (BRONSON, 1987) e com novilhas (BROOKS et al.,
1985) demostraram que a puberdade ndo esta relacionada com uma porcentagem constante de
gordura corporal. Desta forma € improvavel que o tecido adiposo, por si s6, seja 0 elo entre o
status nutricional e secrecdo de LH (SILVA et al., 2014). O mais provavel é que numerosos
mecanismos estejam envolvidos e que alteracbes metabdlicas decorrentes das flutuacdes
nutricionais, com consequente alteracdo na gordura corporal, regulem a liberacdo pulsatil de
LH.

Os mecanismos pelos quais os estimulos nutricionais e sinais metabolicos afetam o
sistema nervoso central e modulam a frequéncia da liberacdo dos pulsos de LH pela hipofise
anterior tém sido extensivamente estudados. E a relagdo entre a nutri¢cdo e o LH pode ocorrer

através de sinais sanguineos especificos, como metabdlitos e horménios metabdlicos
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(STEINER et al., 1983), dentre eles pode-se citar o fator de crescimento semelhante a insulina
do tipo I (IGF-1), a insulina, o horménio do crescimento (GH), a glicose, a leptina e o
neuropeptidio Y. As concentracdes do IGF-1 produzido pelo figado e pelas células da
granulosa possuem uma alta correlacdo com as suas concentragdes intrafoliculares (WEBB et
al., 2003; 2004). O aumento deste metabolito no periodo peripuberal tem a capacidade de
acelerar a puberdade, por promover uma elevagcdo nas concentracdes intrafoliculares de
estradiol (JONES et al., 1991; YELICH et al., 1996).

Além da conhecida acdo do IGF-1 a nivel de células foliculares, foi demostrado em um
estudo realizado com ratos por Hiney et al (1996) que o IGF-1 também acelera a puberdade
via sistema nervoso central (eminéncia média), promovendo o aumento da liberacdo de GnRH
que por sua vez estimula o aumento da frequéncia dos pulsos de LH. Segundo os autores, a
acao do IGF-1 ndo é diretamente sobre os neurénios produtores de GnRH, mais sim sobre as
células da glia, que por sua vez, estimulam liberacdo de GnRH de forma indireta.

A glicose também tem a sua importancia como mediador dos efeitos nutricionais no
inicio e na manutencdo da reproducdo em diversas espécies, inclusive na secrecdo de LH.
Ovelhas submetidas a inducdo de hipoglicemia mediante a administracdo de insulina
apresentaram um atraso na onda de LH, porém quando receberam uma infusdo de glicose
associada a insulina, os niveis glicémicos e a secre¢do de LH foram normalizados (MEDINA
et al., 1998).

Outro metabolito reportado em diversos estudos associado com a puberdade e
maturidade sexual de novilhas é a leptina (PROLO et al., 1998), cuja a producdo é regulada
por alteragdes induzidas pela insulina e pelos glicocorticoides nos adipdcitos, e suas
concentragOes se correlacionam com a quantidade de reserva corporal (COSTA; DUARTE,
2006). A concentracdo de leptina sérica é um reflexo direto da quantidade de tecido adiposo
(reserva energética) e do consumo alimentar, sendo que a subnutricdo determina o bloqueio
do eixo reprodutivo (SILVA et al., 2014). A agéo da leptina sobre a reproducao pode ocorrer
de duas maneiras: uma direta, quando age sobre as gdnadas promovendo 0 aumento na
producdo de esteroides sexuais, 0 que foi evidenciado pelo aumento no tamanho uterino, em
razdo da maior proliferacdo glandular no epitélio e endométrio uterino; e de forma indireta,
por meio da sua acdo sobre o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, cuja funcéo é
informativa sobre o estado nutricional, permitindo que os mecanismos reprodutivos sigam em
frente quando houver reservas energeéticas suficientes para reproducdo, caso contrario, este

fendmeno ¢é temporariamente bloqueado (BARASH et al., 1996).
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Vaiciunas et al. (2008) demostraram que novilhas que entram em puberdade mais cedo,
apresentam maior expressao de leptina pelos tecidos adiposos e subcutaneo e omental quando
comparadas as novilhas ndo paberes. Alem da maior expressdo de leptina no tecido adiposo
esses pesquisadores reportaram uma menor expressao de genes hipotalamicos que codificam

receptores do neuropeptideo-Y.

2.4 Hormonioterapia e puberdade

A hormonioterapia quando bem aplicada, pode melhorar substancialmente a eficiéncia
reprodutiva de novilhas. Atualmente existe uma infinidade de protocolos utilizados na
obtencdo de diferentes respostas dentro da fisiologia reprodutiva de fémeas. No que tange a
inducdo de puberdade em novilhas, a administracdo de progesterona ou progestagenos em
associacdo ou ndo a outros hormdnios tem sido bastante utilizada (LAMB et al., 2006;
TAUCK et al., 2007). DINIZ-MAGALHAES, (2015) utilizando o tecido hipotalamico das
novilhas Nelore pré-plaberes, avaliadas nessa tese, reportou a modulacdo de genes
relacionados a puberdade em funcdo do implante de liberacdo sustentada de progesterona e da
aspiracdo folicular transvaginal em areas especificas do hipotalamo.

A habilidade dos progestagenos na inducdo da puberdade estd relacionada
primariamente a maturidade do sistema neuroenddcrino e a via de regulacdo da secrecdo de
LH. Esse mecanismo se da através da reducdo da expressao dos receptores hipotalamicos de
estradiol e do feedback negativo exercido pelo 0 mesmo nos neurdnios secretores de GnRH
(DAY; ANDERSON, 1998). Desse modo, a gradativa reducdo da sensibilidade do hipotdlamo
aos efeitos inibitérios do estradiol, propicia um aumento na frequéncia de liberagdo dos pulsos
de LH (MARSON et al., 2004). Essa reducdo da sensibilidade ao estradiol, ocorre através da
diminuicdo na concentracdo de seus receptores citoplasmaticos na porcdo anterior do
hipotadlamo, no hipotdlamo médiobasal e na hipofise anterior (DAY et al., 1987; KINDER et
al., 1987; KINDER et al., 1995). Todavia essas mudancas nao foram detectadas na area pré-
optica e eminéncia média do hipotalamo (KINDER et al., 1987), 0 que sugere que essas duas
areas hipotalamicas estejam envolvidas com o controle da cascata de eventos que ocorram
durante o ciclo estral no periodo pos-puberdade (EMERICK et al., 2009).

A presenca de estradiol modula genes relacionados ao controle metabolico do
hipotalamo anterior, afetando direta ou indiretamente os neurdnios GnRH. Contudo, a eficacia
da hormonioterapia é dependente de outros fatores como o manejo nutricional, genotipo,

idade e peso da novilha no momento da aplicacdo dos farmacos (AZEREDO et al., 1997).
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Outro viés importante na inducdo de puberdade por progesterona esta relacionado ao
efeito dose e tempo de exposi¢do ao horménio, principalmente no caso de novilhas zebuinas,
ja que esses animais apresentam uma menor taxa metabdlica quando comparados a animais
taurinos, assim o emprego de altas doses de progesterona nessas novilhas pode levar a uma
diminuicdo da pulsatilidade de LH, comprometendo o crescimento folicular, a ovulagio
(BARUSELLI, 2007; PRADO et al., 2009), o estro e o pico pré-ovulatorio de LH
(RAWLINGS et al., 2003).

Vale ressaltar que os dispositivos de progesterona utilizados na inducdo de puberdade
devem ser previamente utilizados em vacas adultas, j& que altas doses desse horménio podem
blogquear o crescimento dos foliculos, comprometendo a ovulagdo. Nesse sentido, S& Filho et
al. (2015) dosaram a concentracdo circulante de P4 em novilhas Nelore pré-plaberes
submetidas ao avaliando a eficacia de CIDRs novos CIDR1 ou usados CIDR4 previamente
utilizado por 3 vezes durante 8 dias (24 dias de uso) implantados intravaginalmente por 10
dias, verificaram que ambos os dispositivos foram capazes de sustentar o nivel de P4 acima de
1,0 ng/ml por no minimo 7 dias, mas o grupo que recebeu os dispositivos novos obteve maior
concentracdo plasmatica de P4.

Outro viés importante para o sucesso reprodutivo em fémeas Bos taurus indicus jovens
é a taxa de crescimento folicular, nessa categoria animal os foliculos atingem capacidade
ovulatéria com no minimo 7,0 mm de didmetro (GIMENES et al., 2008), todavia a
responsividade ao pico de LH aumenta significativamente quando o diametro folicular
ultrapassa os 8,5 mm (SA FILHO et al., 2008).

Anderson et al (1996), verificaram que a aplicagdo de implante de progesterona durante
nove dias foi suficiente para desencadear a puberdade em 81% das novilhas. Este fato foi
associado ao aumento subsequente na liberacdo de LH em decorréncia da aplicacdo de
progesterona (BERARDINELLI et al.,, 1979; ANDERSON et al., 1996), promovendo um
maior desenvolvimento folicular, que consequentemente, aumentou a producdo de estradiol,
proporcionando um maior desenvolvimento uterino confirmado pelo aumento do seu peso.

Durante o periodo de aplicacdo da progesterona foi reportado que ocorreu inibi¢do da
liberacdo de LH de forma semelhante ao que ocorre no ciclo estral de fémeas maduras,
evidenciando que, os mecanismos relacionados a essa inibicéo ja estdo presentes em novilhas
pré-puberes (ANDERSON et al., 1996).

Pfeifer et al. (2009) avaliaram o efeito do programa curto de sincronizagdo com CIDR
por 5 dias, com ou sem prostaglandina 2a (PGF20;500 mg de cloprostenol, i.m.) em novilhas

Bos taurus taurus, na retirada dos CIDRs, foi observado que os animais pertencentes ao grupo
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CIDR + PGF20 apresentaram uma maior taxa de ovulagdo (72,7%) em comparacdo aos
animais tratados apenas com CIDR (30,8%) e com o grupo controle (7,1%). Associado a esses
resultados nenhuma das novilhas tratadas com CIDR apresentaram ciclo curto apds a
ovulagdo. Claro Junior et al. (2010) avaliando a eficacia de CIDRs novos CIDR1 ou usados
CIDR4 previamente utilizado por 3 vezes durante 9 dias (27 dias de uso) implantados
intravaginalmente por 12 dias, para induzir a puberdade em 589 novilhas Nelore. Foi
verificado aos 7 dias apds a retirada do implante, as novilhas tratadas com CIDR, sejam eles
novos ou usados, apresentaram maior incidéncia de estro (42,6% para 0 CIDR1 e 39,3% para
0 CIDR4) em relagéo a taxa de 19,5% do grupo controle. Enquanto que a taxa de prenhez aos
90 dias (final da estacdo de monta) foi maior no CIDR1 (83,5%) e CIDR4 (83,7%), que o
grupo sem CIDR (72,6%). Estes resultados demonstraram que a utilizacdo do CIDR,
previamente utilizado ou ndo, foi eficaz para acelerar a puberdade e maiores taxas de prenhez.

Rodrigues et al. (2014), conduziram um experimento com o intuito de avaliar a eficacia
de um protocolo de inducdo de puberdade em novilhas Nelore, constituido de CIDR
previamente utilizado por 3 vezes durante 9 dias (27 dias de uso) implantados
intravaginalmente por 12 dias, seguido de um protocolo de inducdo de estro com permanéncia
do CIDR a previamente utilizado implantados durante 9 dias, em trés periodos ap6s o
protocolo de inducdo (10, 12 e 14 dias apds). Observaram uma menor taxa de concep¢do
(P=0.04) no grupo 10 dias (38,2%), quando comparadas aos grupos 12 e 14 (50,4% e 45,6%,

respectivamente).

2.5 Relacao entre fatores morfoldgicos do trato reprodutivo e a puberdade

Nos ultimos anos, alguns estudos tém sido realizados, com o intuito de desenvolver
técnicas e procedimento que favorecam a entrada precoce de novilhas na reproducédo. Dentre
eles, os relacionados a organizacdo morfolégica dos tecidos do sistema reprodutor, e sua
relagdo com as funcgdes organicas, metabolismo e comportamento sexual da novilha tem
merecido atencao especial.

Os tecidos crescem e se desenvolvem cronologicamente em ondas de crescimento
especificos e esses mesmos preceitos sdo aplicados para a maturidade. A onda de crescimento
tecidual € iniciada com o tecido nervoso, seguido pelo tecido muscular e tecido adiposo. O
desenvolvimento tecidual precoce, médio ou tardio varia de acordo com o tecido estudado e

sua localizagdo no corpo do animal (OWENS et al., 1993).
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Como j& mencionado, durante o periodo pds-natal, mecanismos enddcrinos garantem
que a bezerra ndo ative o sistema reprodutivo até que possua um desenvolvimento somético
compativel com a reproducdo, proximo de 65-70% do peso adulto. Ao atingir essa faixa de
peso, ocorre uma sinalizacdo do metabolismo energético do animal, que informa que o gasto
energético com o crescimento e desenvolvimento estdo diminuindo, tornando permissiva a
utilizacdo energia pelos mecanismos relacionados a reproducdo (SEMMELMANN et al.,
2001). Paulatinamente, ocorre uma substituicdo da acdo dos hormonios de crescimento pelos
sexuais (SILVEIRA et al., 2011). E ao atingir a puberdade, o trato reprodutivo da novilha,
passa por uma série de modificacdes no &mbito morfoldgico e fisioldgico que irdo permitir o
estabelecimento de uma futura gestacdo e lactagdo. Também foi reportado que o tamanho e
peso do Utero, cérvix e vagina aumentam rapidamente ap6s a puberdade (DESJARDINS;
HALFS, 1969).

Sa Filho et al. (2008) relacionaram o desenvolvimento uterino de novilhas Nelore com a
puberdade, e reportaram que este efeito sobre o desenvolvimento do trato reprodutivo foi
decorrente da estimulacdo exercida pelo aumento das concentracbes de estradiol e
progesterona durante o periodo pds-pubere. O escore do trato reprodutivo tem sido uma das
metodologias aplicadas na avaliacdo do estagio de desenvolvimento do trato reprodutivo de
novilhas a campo, auxiliando na sele¢do de fémeas destinadas a reproducao, e na projecéo do
desempenho das mesmas em programas de inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF)
(ANDERSEN et al., 1991).

Esse sistema utiliza uma escala de 1 a 5, permitindo estimar a maturidade sexual com
base na avaliacdo das estruturas ovarianas e desenvolvimento uterino, a nota um é dada a
animais que apresentam trato reprodutivo infantil, caracterizado pela auséncia de tonus
uterino, ovarios pequenos e sem estruturas palpaveis. Ja as novilhas com escore de trato
reprodutivo dois apresentam um maior diametro dos cornos uterinos e estruturas ovarianas em
relagdo aos animais com a nota um. Novilhas com escore trés estdo bastante proximas de
entrarem em puberdade, por apresentarem um bom tonus e desenvolvimento uterino e
foliculos ovarianos palpaveis. Animais com escore quatro apesar de ndo apresentarem tecido
luteal facilmente perceptivel, possuem indicativo de ciclicidade, que pode ser verificada pela
observacao do diametro uterino. Novilhas com escore do trato reprodutivo cinco apresentam
caracteristicas semelhantes aos animais com escore quatro, porem evidenciam a presenca de
um corpo liteo (ANDERSEN et al., 1991). As novilhas com escore um sdo consideradas
impuberes, com escore dois e trés pré-puberes, e com 0 escore quatro e cinco puberes
(PATTERSON, et al., 1999). Em um estudo realizado por Holm et al. (2008), foi reportado
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uma taxa de prenhez de 31, 40, 53, 70 e 80%, respectivamente para escores de trato
reprodutivo 1, 2, 3, 4 e 5. Como visto nesse topico, coletivamente supde se os efeitos da
progesterona e do estradiol no desenvolvimento do trato reprodutivo bovino, entretanto a
fisiologia bésica envolvida nessas diferentes taxas de desenvolvimento em novilhas Nelore

pré-puberes, por esses horménios ainda é desconhecida.

2.6 Anatomia e histologia do endométrio bovino

O Uutero bovino é constituido por dois cornos uterinos, um corpo e um cérvix, sendo
classificado como do tipo bipartido (uterus bipartidus), por apresentar um septo que separa 0s
dois cornos uterinos (HAFEZ; JAINUDEEN, 2000). Em vacas adultas esse 6rgdo situa-se
guase que completamente na cavidade abdominal, apresentando um corpo de 3 a 4 cm de
comprimento. E cornos extensos que possuem um comprimento médio de aproximadamente
35 a 40 cm, afunilando-se gradativamente no sentido da extremidade livre (SISSON, 1986).
Enquanto que em novilhas Nelore, o comprimento médio dos cornos uterinos é de 14,72 cm
(MONTEIRO et al., 2001). J& o cérvix na vaca se apresenta de forma transversa com
saliéncias fixas conhecidas como anéis anulares (HAFEZ; HAFEZ, 2000), tendo 10 cm de
comprimento, apresentando uma parede densa que pode chegar a trés cm de espessura no
animal adulto.

A parede uterina é dividida em trés distintas regifes: a serosa ou perimétrio, a
muscular ou miométrio e por fim a mucosa ou endométrio. Sendo esta Ultima regido
constituida por duas zonas que diferem em estrutura e funcdo (PRIEDKALNS; LEISER,
1998). O endométrio de ruminantes apresenta projecdes ndo glandulares, denominadas
carunculas uterinas, essas estruturas apresentam criptas carunculares em sua superficie, que
fornecem ao conjunto um aspecto de “favo-de-colméia” (sitio de interdigitagdo com os vilos
coribnicos), formando a zona de contato entre a mée e o feto. As carinculas sdo ricas em
fibroblastos e possuem um extenso suprimento sanguineo, sem, no entanto, possuirem
glandulas uterinas. Entre as cardnculas uterinas existe uma regido pregueada, denominada
intercaruncular (SHARMA et al., 1983). Excetuando-se as cartnculas, glandulas uterinas
tubulares, simples, enoveladas e ramificadas estdo presentes em todo o endométrio
(PRIEDKALNS; LEISER, 1998).

A camada mais superficial do endométrio também denominada de zona funcional ou
estrato compacto é responsavel pela proliferagdo, secrecdo e degeneracdo tecidual, sendo

composta por diferentes compartimentos celulares: o epitélio luminal e glandular, estroma e
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compartimento vascular. O epitélio é composto por células situadas na superficie ou ao redor
das glandulas. O epitélio superficial é pseudo-estratificado e/ou colunar simples, podendo
apresentar-se em algumas areas, como cubico simples (DELLMANN; BROWN, 1982;
BANKS, 1992; PRIEDKALNS; LEISER, 1998). As células colunares epitelias possuem em
seus bordos inumeras microvilosidades, que variam em altura de acordo com a atividade
secretora do epitélio, apresentando-se mais longas na fase lutea em relagcdo a fase folicular
(STINSON et al., 1962).

Enquanto que o tecido sub-epitelial ou estroma é constituido de tecido conjuntivo
frouxo, possui uma alta vascularizacao € rico em fibrécitos. A camada mais profunda, zona
basal ou estrato esponjoso, possui capacidade regenerativa (DIEDRICH et al., 2007). Sendo
este constituido também por tecido conjuntivo frouxo, s6 que menos celularizado. Em
ruminantes, durante a fase mais estrogénica do ciclo estral, uma grande quantidade de fluido
deposita-se nos espacos teciduais do endométrio, dando origem ao edema endometrial
(PRIEDKALNS; LEISER, 1998).

Em vacas ciclicas, o Utero passa por uma complexa reorganizacdo para atender as
necessidades relacionadas a sobrevivéncia e desenvolvimento do concepto. Entre elas estdo a
sintese e secrecdo glandular de histotrofo, composto por citocinas, fatores de crescimento,
proteinas e inUmeros outros elementos que estdo associados a nutricdo. E a comunicagdo
concepto maternal, que ocorre através de trocas de moléculas de sinalizacdo e fatores de
crescimento (SPENCER et al., 2004; HUGENTOBLER et al., 2008).

A transcricdo génica nas diferentes células do endométrio € modulada primariamente
pelo estradiol (E2) e progesterona (P4), resultando em alteracfes ciclicas essenciais ao
sucesso gestacional (FORDE et al., 2011). Onde a transcricdo de genes relacionados a
receptividade uterina é aumentada ou diminuida de acordo com a varia¢do das concentracdes
circulantes dos hormonios esteroides, sendo a progesterona (P4) a principal responsavel pela
preparacdo do endométrio para implantacdo embrionaria e manutencdo da prenhez (BAZER
et al., 2008).

2.7 Estrutura e funcdo molecular dos receptores de progesterona e estradiol na

receptividade do endométrio

O endométrio receptivo é caracterizado pela transcricdo génica relacionada a resposta
do endométrio ao embrido, permitindo o reconhecimento, implantagdo e desenvolvimento
deste (SHARKEY; SMITH, 2003). O entendimento das alteracdes moleculares ligados a
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receptividade endometrial em novilhas Nelore pre-puberes, pode ajudar no melhor
entendimento da fisiologia da receptividade endometrial e posterior sucesso gestacional em
animais dessa categoria, possibilitando a inclusdo de animais jovens, com maiores chances de
prenhez a primeira estacdo de monta.

E importante mais uma vez salientar, que o arcabouco molecular, relacionado a
receptividade uterina, esta sob a constante influéncia das concentragcdes plasmaticas de
progesterona (P4) e estradiol (E2). Estes horménios atingem as células alvo do endométrio via
circulacdo sanguinea, ligados a proteinas carreadoras, e devido a natureza lipofilica,
atravessam a membrana por difusdo simples. Ao chegarem ao interior das células alvo, liga-se
a receptores localizados em sua maioria no nudcleo celular (BEATO; KLUG, 2000). Ao serem
sintetizadas nos ribossomos citoplasmaticos, as proteinas constituintes dos receptores migram
para o nucleo, mediante a sinalizacdo de localizacdo nuclear, situado proximo ao dominio de
ligacdo ao DNA. E devido a existéncia deste sinal de localizagdo nuclear, a maioria dos
receptores nucleares ja se encontram no préprio nicleo, mesmo na auséncia de ligacdo
horménio-especifica (YUDT; CIDLOWSI, 2001). Os receptores de esteroides reconhecem de
forma geral, os elementos responsivos hormonais (HRES) (RIBEIRO et al, 1995).

Todos 0s membros desta familia possuem a mesma organizacdo modular, com um
dominio N-terminal, um dominio central de interagdo com o0 DNA (DBD), um dominio curto
de conexdo (hinge ou dobradica) e por fim o dominio de ligacdo ao ligante (LBD), que esta
responsavel pelo reconhecimento e interacdo com o ligante (NEBERT et al.,, 1987
PONGLIKITMONGKOL et al., 1988; LOOSFELT et al., 1986).

O dominio N-terminal dos diferentes receptores nucleares varia bastante em tamanho e
possuem sua sequéncia aminoacidica pouco conservada (McEWAN, 2004). E reportado ainda
que cada dominio N-terminal dos receptores nucleares de hormdnios esteroides contém uma
regido de ativacdo autdbnoma, denominada AF-1 (McEWAN, 2004). O dominio central,
comumente denominado de DBD ou dominio central de interacdo com o DNA é curto, e
possui sua sequéncia de aminoacidos bastante conservada, quando comparado aos demais
membros da familia dos receptores nucleares (GELMANN, 2002). A funcionalidade desse
dominio ocorre gracgas a sua estrutura na forma de dois dedos de zinco, que sdo capazes de
reconhecer sequencias especificas de DNA, os HERs (LAUDET; GRONEMEYER, 2002).
Estas sequéncias estdo localizadas em regides reguladoras dos genes alvos de esteroides
sexuais e fornecem ao receptor uma regido para ligacdo possibilitando atividade de

transativacdo. Os HERS s&o formados por duas sequencias de hexanucleotideos orientados
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como palindromos espacados por trés nucleotideos (MAGOFFIN, 2002; LI; O'MALLEY,
2003).

Como mencionado anteriormente, o dominio de ligacio ao DNA ¢é altamente
conservado sendo composto por dois dedos de zinco e uma extensdo do dominio de ligacdo ao
ligante (LBD). Cada dedo de zinco é composto por quatro residuos de cisteina, que sdo
responsaveis pela quelacdo do ion de zinco, sendo este Gltimo fundamental para garantir a
estabilidade deste tipo de dominio. Além dos residuos de cisteina, os dedos de zinco possuem
outros residuos de alanina, arginina, aspartato, glicina, histidina, isoleucina e lisina. A (hélice
1) do primeiro dedo de zinco contém um grupo de residuos de amino&cidos, no denominado P
BOX, que sdo responsaveis pela especificidade de reconhecimento da sequéncia de
hexanucleotideos, dos elementos responsivos ao horménio. Ja os residuos de aminoacidos do
segundo dedo de zinco (hélice 2) no denominado D BOX, auxiliam na estabilidade da ligacédo
da proteina ao DNA. A modificacdo das estruturas do dominio de ligacdo ao DNA, ocorre
através do rearranjo das hélices 1 e 2 que formam o nucleo de ligacdo do dominio a fita de
DNA, permitindo a identificacdo do sitio de ligacdo aos HERs (ARANDA; PASCUAL,
2001).

O préximo dominio conhecido como dobradica ou hinge serve primariamente para
conectar o dominio DBD ao LBD (LAUDET; GRONEMEYER, 2002), postula-se ainda que
0 mesmo tenha a funcdo de reduzir qualquer impedimento estérico entre esses dominios,
permitindo assim uma infinidade de posicionamentos entre eles e diferentes acdes do receptor
nuclear (LAUDET; GRONEMEYER, 2002). Este dominio também abriga um sinal de
localizag@o nuclear que influencia a compartimentagéo celular do receptor (FU et al., 2000;
FU et al., 2003; MCEWAN, 2004). J& o dominio LBD € uma regido altamente estruturada e
multifuncional, e sua funcdo primaria é ligar o receptor ao ligante (horménio),
proporcionando a atividade de transcri¢do ligante dependente (LAUDET; GRONEMEYER,
2002). Essa regido também abriga uma forte interface de dimerizagdo do receptor e sitios de
interacdo com proteinas de choque térmico e sinais de localizacdo nuclear (LAUDET;
GRONEMEYER, 2002). Por ser um receptor nuclear, esse dominio apresenta uma baixa
conservacdo na sua sequéncia priméria de aminodcidos, porém estudos de cristalografia
indicam um arranjo estrutural altamente conservado (MATIAS et al., 2000; SACK et al.,
2001; LAUDET; GRONEMEYER, 2002).

Esses estudos também reportaram que esse dominio possui um enovelamento
“sanduiche’” composto por 12 hélices, identificadas de H1 a H12, e no centro desse

enovelamento encontra-se a cavidade do ligante, que, em conjunto com as hélices, H5, H6,
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H9 e H10, formam uma espécie de cavidade central do sanduiche. Ja as hélices H1, H2, H3, e
H4 formam uma face externa do enovelamento, enquanto que, na outra face, as hélices H7,
H8, H11 e H12 complementam a estrutura (WAGNER et al., 1995). Essa cavidade é
constituida por um grande nimero de residuos hidrofobicos que agem na orientacdo dos
ligantes (LAUDET; GRONEMEYER, 2002). Esse dominio é idéntico nos receptores A e B
de progesterona e demostram uma alta afinidade de ligagdo com este horménio (LAUDET;
GRONEMEYER, 2002). Ja os receptores o ¢ B de estradiol exibem menos que 60% de
homologia, entretanto possuem uma afinidade similar com o estradiol (LAUDET;
GRONEMEYER, 2002).

Na auséncia do ligante os receptores de hormdnios esteroides ficam associados a um
complexo de proteina de choque térmico (HSPs). Ao ocorrer a ligacdo do ligante o receptor, o
mesmo € desvinculado das HSPs. Apds a ligacdo, muitos tipos de receptores de esteroides
dimerizam, ou seja, duas subunidades de receptores ligam-se entre si para formar uma
unidade funcional de ligacdo ao DNA, que se dirigem ao nucleo para ligar-se aos HERs. Ap6s
ligar-se aos HERs o complexo hormonio-receptor, passa a interagir com proteinas que estao
ligadas diretamente ao DNA, como por exemplo, o complexo AP-1 (composto pelo dimero c-
fos e c-jun). E a partir de entdo se torna capaz de recrutar proteinas co ativadoras que relaxam
a cromatina na regido promotora.

O fator de transcricdo TATA binding protein (TBP) se liga especificamente a uma
sequéncia do DNA denominada de caixa TATA e juntamente com outros fatores iniciadores
de transcricdo (TAFs), vao fazer parte do complexo de pré iniciacdo da RNA polimerase I,
ajudando no posicionamento da mesma sobre o sitio de inicio de transcricdo do gene alvo,
dando inicio a modulacdo da sintese de RNA mensageiro e consequentemente de proteinas,
responsaveis pelos efeitos finais dos hormoénios esteroides (KATZENELLENBOGEN et al.,
2000).

No que diz respeito ao estradiol, suas acGes sdo mediadas principalmente através das
duas formas da proteina receptora, uma denominada de receptor de estradiol a (ESR1) e outra
de B (ESR2), que sao expressas por diferentes genes (ENMARK et al., 1997). Essas duas
isoformas foram clonadas e caracterizadas em varias espécies (GREEN et al., 1986; KRUST
etal., 1986; MOORE et al., 1998), e podem ter diferentes agdes na expresséo génica (PAECH
et al., 1997). O isoforma ESR2, tem a capacidade de modular o ESR1, efetuando um efeito
anti-proliferativo no endométrio. Entretanto a auséncia do ESR2 no Utero de camundongos
causou a diminuicdo da fertilidade (WEIHUA et al., 2000). O ESR1 esta presente no trato
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reprodutivo feminino de roedores do desenvolvimento neonatal a vida adulta (GRECO et al.,
1993).

Em fémeas adultas de camundongos, foi reportado que 0s transcritos de receptores o de
estradiol, estdo altamente expressos em células epiteliais uterinas momentos antes da
ovulagdo (KURITA et al., 2000), diminuindo durante a prenhez, sendo que no estroma uterino
essa expressdo comportou-se de forma continua (TAN et al., 1999). Em contraste a isso, foi
verificada uma baixa expressdo para 0 ESR2 no Gtero de fémeas de camundongos prenhe ou
ndo (COUSE et al., 1997; KURITA et al., 2001).

No Utero neonatal de ovinos, 0s niveis de RNAm, e expressao proteica do ESR1, estdo
elevadas nas estruturas relacionadas ao desenvolvimento glandular endometrial, e sé&o
detectadas em baixos niveis nas células epiteliais, do estroma e do endotélio vascular, estando
ausentes no miométrio (TAYLOR et al.,, 2000; SPENCER; BAZER., 2002). Em ovelhas
adultas foi detectada uma expressdo para 0 ESR1, em todos os tipos de células uterinas, e essa
expressao aumentou concomitantemente com a elevacdo do estradiol no plasma durante o
ciclo estral (SPENCER; BAZER, 1995, SPENCER; BAZER, 2002). Foi observado também
gue com a ascensdo das concentraces de progesterona e com o declinio de estradiol, a
expressdo dos transcritos para essa isoforma comecam a declinar até meados do dia 15 do
ciclo (SPENCER; BAZER, 2002, SPENCER; BAZER, 1995). Alguns estudos tém
demonstrado mecanismos de acOes rapidas de estrogenos de cunho ndo genético, associados a
proliferacdo em diferentes células do endométrio mediadas pelo receptor de estrogeno
acoplado a proteina G (GPER), diferentes dos mecanismos moleculares dos ja consolidados
do ESR1 e ESR2 (FILARDO et al., 2000; PIETRAS; SZEGO, 1975). E isso tem aumentado a
especulacdo sobre o papel do receptor de estrdgeno acoplado a proteina G (GPER) nestes
processos (LEVIN, 2011; CHENG et al., 2011; SANDEN et al., 2011) Estudos realizados em
cancer de mama humano, sugerem que a esfingosina quinase e a integrina asf1 (QUINN et al.,
2009), sdo intermediarios na transativacdo do GPER mediada pelo E2, sugerindo ainda o
importante papel do GPER na montagem da fibronectina, que é uma proteina importante na
aderéncia celular (QUINN et al., 2009).

Em vacas ciclicas a progesterona (P4) é o principal horménio regulador das funcoes
endometriais nas fases mais precoces da prenhez, antes mesmo do periodo de reconhecimento
materno, atraves da regulacdo de uma série de genes (BAZER et al., 1979; HUMBLOT, 2001;
SPENCER et al., 2004; SPENCER et al., 2007). Maiores concentracGes de progesterona (P4)
entre os dias 2 e 5 do ciclo estral intensificam o tamanho e desenvolvimento do concepto em

vacas de corte (GARRET et al., 1988), entretanto vacas com menores concentragcdes de
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progesterona (P4) na fase luteinica inicial apresentam um desenvolvimento embrionario
comprometido (NEPHEW et al., 1991; MANN; LAMMING, 2001).

Dentro deste contexto, a suplementacdo exdgena de progesterona (P4), melhora a
receptividade uterina e o sucesso gestacional, de vacas submetidas a transferéncia de embrido,
sendo também grandes os relatos entre os niveis de progesterona e vacas submetidas a
inseminacdo artificial (HENRICKS et al.,, 1971; LAMMING; DARWASH, 1998). Em
ovelhas foi demonstrado que o tratamento precoce com progesterona (P4) exdgena, aumenta o
crescimento do blastocisto entre os dias 9 e 12 acompanhado por alteracfes na expressao de
genes envolvidos com a via de sinalizagdo intracelular WNT no endométrio (SATTERFIELD
et al.,, 2008). Ovelhas suplementadas ou ndo com progesterona (P4) apresentaram vias
metabolicas diferencialmente reguladas no dia 9 e 12 de gestacdo, sendo as vias de maior
importancia as relacionadas a atividade de transporte de solutos e fatores de proliferacéo,
migracéo e adeséo celular (SATTERFIELD et al., 2009).

A progesterona exerce suas funcGes gendmicas principalmente por meio de trés
isoformas de proteinas especificas e intercelulares do receptor de progesterona (PGR);
receptor de progesterona A (PGR1, 86kDa), B (PGR2, 100kDa) e C (PGR3, 76kDa) sendo
estd ultima mais restrita a fracdo citosolica, ndo possuindo capacidade ligar-se ao DNA,
entretanto tem a capacidade de complexar-se com a progesterona ou com a PGR2, diminuindo
os efeitos proliferativos desse horménio (CONDON et al., 2006; MOTE et al., 2006; WEI et
al., 1997; WEI et al., 1990 ), ambas isoformas sdo expressas por um Unico gene, entretanto
sdo reguladas por promotores distintos (LESSEY; ALEXANDER; HORWITZ, 1983).

Estruturalmente a PGR1 é constituido por dois fatores de ativacdo, com um dominio
para se ligar a progesterona, situado na extremidade e junto ao fator de ativacdo 2 e um
dominio ligado ao DNA, localizado entre o fator 1 e 2. Enquanto que a PGR2, possui a
mesma estrutura, mas com um fator de ligacdo adicional, denominado de fator 3, situado mais
perifericamente, somando-se a isso a PGR2 possui uma maior quantidade de aminoacidos
localizado no terminal amino, em relagcdo a PGR1, podendo variar de 128 a 165, dependendo
da espécie (GIANGRANDE; MCDONNELL, 1999; O’ MALLEY; CONNEELY, 1992;
LESSEY; ALEXANDER; HORWITZ, 1983; KASTER et al., 1990; GRONEMEYER, 1991;
DEMARZO et al., 1991; HORWITZ, 1992; KRAUS et al., 1993; HORWITZ, 1992). E
importante ressaltar, que essas isoformas possuem acgdes bioldgicas distintas frente a
progesterona, estudos realizados em diversos tipos celulares, demonstraram diferentes
propriedades de transativacgao para cada tipo celular (TORA et al., 1988; MEYER et al., 1992;
GIANGRANDE; MCDONNELL, 1999; VEGETO al., 1993).



37

No endométrio, ambas as isoformas sdo expressas, entretanto os efeitos
antiproliferativos da progesterona sdo mediados através da PGR1 e PGR3. A ativagdo da
PGR2 na presenca de menores concentracfes de PGR1 leva um aumento na proliferacdo do
epitélio endometrial, sendo que maiores concentracées de PGR1 ou PGR3 reduzem as taxas
proliferativas da progesterona sobre o epitélio endometrial (CONDON et al., 2003).
Adicionalmente o PGR3 pode inibir a fun¢do do PGR sequestrando a progesterona disponivel
tanto na fracdo citosolica quanto a complexada com a PGR2, além disso a PGR3 tem a
capacidade de ligar-se a PGR2, reduzindo assim a capacidade desta isoforma ligar-se aos
elementos de resposta (CONDON et al., 2003). E devido a existéncia de diferencas funcionais
especificas das isoformas nas células alvo, as a¢fes da progesterona sobre estas podem ser
grandemente afetadas pelas alteracBes nas relacdes de expressdo PGR1: PGR2: PGR3
(GRAHAM; CLARKE, 1997; WEI et al., 1990; WEI et al., 1996; CONDON et al., 2003).

Além das acBes da progesterona mediadas pelos receptores anteriormente citados, ha
relatos dos efeitos biolégicos da progesterona intermediados por receptores de progesterona
acoplado a proteina G, sendo referenciados como receptores de progesterona componentes de
membrana 1 (PGRMC1) e 2 (PGRMC?2), esses receptores sdo responsaveis pelos efeitos
rdpidos da progesterona em diferentes células do endometrio, (LOSEL et al., 2008;
GELLERSEN; FERNANDES; BROSENS, 2009), e estdo presentes nas membranas de
diferentes organelas, possuindo um dominio transmembrana simples de ligacdo a proteina
quinase (PELUSO et al., 2010; PELUSO; LODDE; LIU et al., 2012). A expressdo de RNA
mensageiro para esses receptores componentes de membrana de progesterona, foram
identificadas em diferentes regides do trato reprodutivo de vacas Nelore ciclicas (LUCIANO
etal., 2011; SPONCHIADO, 2015; GONELLA-DIAZA et al., 2016).

As flutuacBes nas concentracBes hormonais em funcao das fases do ciclo estral e inicio
de prenhez em diversas espécies de ruminantes domesticos, acarretam mudancas morfoldgicas
e funcionais no endométrio, associadas a distribuicdo dos receptores de esteroides sexuais,
desencadeando as mais variadas respostas nas diferentes células (SPENCER; BAZER, 1995;
KIMMINS; MACLAREN, 2001). A fase proliferativa do endométrio ocorre antes da
ovulacéo, sob influéncia do estrogeno, que tem suas concentracdes aumentadas pelo foliculo
dominante em crescimento, com répida proliferacdo das células do estroma e do epitélio
endometrial, nessa fase existe uma grande abundancia dos receptores ESR1 e das isoformas
de PGR no endométrio bovino (ROBINSON et al., 2001). Na fase secretoria que ocorre logo
apo6s a ovulacdo, o estrogeno continua desempenhando funcbes proliferativas, enquanto

ocorre 0 aumento nas concentracfes de progesterona pelo corpo liteo em formagéo.
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No Utero de camundongos, a expressdao dos transcritos para 0s receptores de
progesterona é baixa no primeiro e segundo dia de gestacdo, apresentando-se um pouco mais
alta no epitélio e estroma subepitelial (TAN et al., 1999), comecando a aumentar entre o
terceiro e quarto dia de prenhes até a implantacdo (TAN et al., 1999).

A ovarectomia de fémeas de camundongos levou a um aumento na expressao nos
receptores de progesterona no epitélio luminal uterino, e quando tratadas com estradiol
exogeno, houve reducdo dessa expressao, indicando o potencial do estradiol em reprimir essa
expressao nesse compartimento (TIBBETTS et al., 1998; KURITA et al., 2001).

Em vacas e ovelhas adultas, a expressdes dos receptores de progesterona é maior nas
fases proliferativas precoces, em todos os tipos de células uterinas, sendo mais abundante no
estroma e no miométrio. E esses niveis comecam a diminuir inicialmente, nas células do
estroma e do epitélio a medida que a atividade secretora progride (SPENCER; BAZER, 2002;
SPENCER; BAZER, 1995; KIMMINS; MACLAREN, 2001).

Em estudos realizados por Meikle et al. (2001) em cordeiras da raca Corriedale de dois
meses, com o objetivo de avaliar os efeitos do estradiol e da progesterona na distribuicao de
seus receptores e no desenvolvimento do trato reprodutivo, foi relatado que os animais
submetidos ao tratamento com estradiol tiveram concentracfes deste hormoénio no soro
semelhante a fase folicular de ovelhas. Foi observado também um aumento no peso do
aparelho reprodutor como um todo, inclusive Utero. As cordeiras tratadas com progesterona e
com concentracGes semelhantes a fase luteal de animais adultos tiveram aumento de peso
apenas do utero. Foi relatado ainda a existéncia de receptores funcionais no Utero das
cordeiras, indicando que seu funcionamento depende mais do ambiente hormonal, que da fase
cronoldgica.

Altas doses séricas de progesterona reduzem a expressdo de seus receptores no epitélio
luminal, tanto em animais ciclando quanto em inicio de prenhez, interferindo negativamente
na modulacdo da influenciada pela progesterona em varios genes no endométrio, diretamente
relacionados a receptividade uterina (CARTER et al., 2008; OKUMU et al., 2010).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Instalag6es, animais, avaliagdes ultrassonogréaficas e estratégias hormonais

O experimento a campo foi conduzido nas dependéncias do Laboratorio de Pesquisa
em Gado de Corte do departamento de Nutricdo e Producdo da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, Campus Fernando Costa, de acordo
com 0s principios éticos com a aprovacdo do comité de ética em experimentacdo animal dessa
instituicdo (CEUA-FMVZ/USP, n°® 3028/2013). Nesse estudo utilizou-se novilhas da raca
Nelore provenientes do rebanho da Prefeitura Administrativa (PUSP-P), filhas de vacas
controladas pelo programa de melhoramento genético desta instituicdo, inseminadas com
sémen proveniente de touros de alto padrdo genético, monitorados pelo programa de selecédo
genética da Agro-Pecuéria CFM.

Inicialmente noventa bezerras recém desmamadas aos 8,9 + 2,9 meses de idade com
peso de 181,6 + 1,8 kg, receberam durante um periodo de cinco meses, e ao longo dos 18 dias
das estratégias hormonais, uma dieta constituida por 79,9% de silagem de milho e
concentrado composto por 17,8% de farelo de soja, 0,5% de ureia e 1,8% de nucleo mineral
na matéria seca (MS), ad libitum em cochos coletivos formulada para promover um ganho de
peso médio diario de 0,9 kg (NRC, 2000). Deste montante, sessenta novilhas pré-paberes,
apresentando 13,9 + 2,9 meses, peso de 273,6 + 5,6 kg, escore de condicao corporal (ECC)
5,9 + 0,7 em uma escala de 0 a 9, e ovarios com foliculos em crescimento, sem sinais de
ovulacdo avaliados semanalmente, durante um més anterior ao inicio do experimento por
ultrassonografia transretal com sonda linear de frequéncia 5,0 MHz (Mindray® DP 2200),
foram consideradas aptas a serem utilizadas nas estratégias hormonais de inducdo de
puberdade avaliadas nesse estudo.

Apo6s a selecdo, de acordo com os critérios anteriormente citados, as novilhas
consideradas pré-puberes foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos de 15 animais,
nas seguintes estratégias hormonais: 1) AFTV1 sem DIB: submetidas a aspiracdo folicular
transvaginal guiada por ultrassonografia um dia antes do abate (AFTV1), sem o emprego de
dispositivo intravaginal bovino de liberacdo sustentada de progesterona ; 2) AFTV4 sem DIB:
também sem implante de progesterona, submetidas a aspiracdo folicular transvaginal guiada
por ultrassonografia quatro dias antes do abate (AFTV4); 3) AFTV1 com DIB® submetidas a

uso de dispositivo intravaginal de liberagdo sustentada de progesterona (DIB®, MSD Satide
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Animal Brasil), usado previamente por duas vezes em vacas Bos indicus (durante 8 dias,
totalizando 16 dias de uso prévio) e AFTV1; Grupo 4; com DIB® e AFTV4 (Figura 1).

Figura 1- Representacdo esquematica das estratégias hormonais e avaliagcdes experimentais.
Estratégias Hormonais

AFTV Abate
| | |
D-18 D12 D-4 D1 DO ®
PES USG USG vsec pes oemDIB
USG 5G 5C s¢ s¢ COMAFTV1
G AFTV Abate
| | |
D18 D12 D4 D1 DO o
PES USG USG USG PES SemDIB
USG 5G 5G 5¢ 3G comAFTV4
SG
DIB AFTV Abate
| | | | |
D18 D12 D4 D1 DO
PES USG UsSG USG PES  Com DIB®
USG SG SG SG  SG e AETV1
SG DIB AFTV Abate
| | | | | Com DIB®
D-18 D-12 D-4 D1 Do om
PES USG USG USG PES e AFTV4
UsG SG SG SG SG
SG

Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: PES: Pesagem; USG: Ultrassonografia; SG: Colheita de sangue; AFTV: Aspiracdo folicular transvaginal guiada
por ultrassonografia; Sem DIB® com AFTV1, Sem DIB® com AFTV4, Com DIB® e AFTV1 e Com DIB® e AFTV4, siglas
correspondentes as estratégias hormonais, onde: DIB® = dispositivo intravaginal bovino de liberagdo sustentada de
progesterona, (DIB®, MSD Satide Animal Brasil), usado previamente por duas vezes em vacas Bos indicus; AFTV1 e
AFTV4 = Aspiracao folicular transvaginal guiada por ultrassonografia um e quatro dias antes do abate, respectivamente.

Durante as estratégias hormonais, foram realizadas um total de quatro avaliacdes
ultrassonograficas, nos dias 18 (D-18), 12 (D-12), 4 (D-4) e 1 (D-1) (Figura 1), em relacéo a
data do abate, para avaliar a saude do trato reprodutivo, mapear 0s ovarios e averiguar
possivel presenca de corpo luteo. A primeira ultrassonografia foi realizada seis dias antes da
insercdo do DIB® no D-18, seguido de outra no D-12, e as demais no D-4 e D-1. A
administragdo da progesterona exogena, nos grupos que a receberam o DIB®, usado
previamente por duas vezes em vacas (durante 8 dias, totalizando 16 dias de uso prévio) teve
como objetivo aumentar e manter as concentracfes plasmaticas de progesterona a partir de 1

ng por ml, sem comprometer o crescimento folicular. Apds o uso do DIB®, os implantes
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foram inseridos no D-12, sendo removidos no (D-0), data do abate. Por ja terem sidos
utilizados previamente em protocolos de inseminagdo artificial em tempo fixo de vacas
adultas, antes de serem utilizados neste experimento, os dispositivos foram lavados com agua
e imersos em solucdo de cloreto de alquil dimetil benzil aménio (CB 30 Ourofino
Agronegdcio, Sdo Paulo, Brasil) por aproximadamente 10 minutos, sendo posteriormente
secados com papel absorvente, acondicionados em sacolas plésticas e mantidos em local
limpo, seco e ao abrigo do sol até a sua utilizagcdo nas novilhas.

Com o intuito de diminuir a0 maximo concentracfes plasmaticas e consequentemente
a acédo do 17 beta estradiol de origem ovariana, sobre os tecidos estudados nos grupos (sem
DIB® com AFTV1) e (com DIB® e AFTV1), foi realizada uma AFTV1 de todos os foliculos
com didmetro a partir de 3 mm. Enquanto que nos demais grupos (sem DIB® com AFTV4) e
(com DIB® e AFTVA4), foi realizada a AFTV4, objetivando-se favorecer a nova onda de
crescimento folicular e aumentar as concentragGes plasmaticas e a¢bes deste horménio nos
tecidos no D-0.

Para a realizacdo das aspiracOes foliculares transvaginais (AFTV) as novilhas foram
contidas e submetidos a anestesia epidural (espaco sacrococcigeo) utilizando lidocaina a 2%
sem vaso constritor na dose de 7mg/kg de peso vivo. (Lidovet®, Bravet). Apds a anestesia,
foi feita a higienizagdo da regido perineal e, em seguida, uma probe microconvexa com
frequéncia 6,5 MHz (Mindray —DP2200) foi introduzida até o fundo de saco vaginal com o
auxilio de uma guia de aspiracdo folicular. As aspiracdes foram realizadas utilizando-se um
sistema com agulha descartavel (20 G; 0.9 x 50 mm; Terumo Europe NV, Belgium), acoplado
a linha de aspiracéo de Teflon de 1,7mm de didmetro e 110 cm de comprimento.

Ao final das estratégias hormonais, trinta e cinco novilhas (Tabela 1), que nédo
apresentaram presenca de corpo lateo, foram abatidas e tiveram seus Uteros dissecados no
lado ipso e contralateral ao foliculo dominante (FD) levando-se em consideracdo o maior
didmetro de foliculo, mediante 0 mapeamento ovariano, realizado um dia antes do abate (D-1)

como referéncia.



Tabela 1 - Identificacdo, filiacdo e distribuicdo das novilhas abatidas ao final das estratégias hormonais

N° Novilha Vaca Touro Estratégia hormonal
1 5075 UP181308 Paint Gurka Sem DIB® com AFTV1
2 5093 UP395911 Litio AJ Sem DIB® com AFTV1
3 5103 UP142907 Niquel AJ Sem DIB® com AFTV1
4 5112 UP202708 Paint Impacto Sem DIB® com AFTV1
5 5116 UP368110 Paint Cddigo Sem DIB® com AFTV1
6 5126 UP381011 Niquel AJ Sem DIB® com AFTV1
7 5227 UP295709 1476A, 1477ALQ Sem DIB® com AFTV1
8 5232 UP345810 Paint Cddigo Sem DIB® com AFTV1
9 5239 UP158807 Paint Codigo Sem DIB® com AFTV1
1 5087 UP297809 Niquel AJ Sem DIB® com AFTV4
2 5088 UP270901 CFM5677, 1573ALQ Sem DIB® com AFTV4
3 5089 UP291709 Paint Cédigo Sem DIB® com AFTV4
4 5097 UP295809 Paint Cddigo Sem DIB® com AFTV4
5 5106 UP412411 Litio AJ Sem DIB® com AFTV4
6 5149 UP303609 Paint Impacto Sem DIB® com AFTV4
7 5162 UP326409 Paint Impacto Sem DIB® com AFTV4
8 5214 UP386311 1624ALQ, 1594ALQ Sem DIB® com AFTV4
1 5071 UP312409 Niquel AJ Com DIB® e AFTV1
2 5086 UP379811 Niquel AJ Com DIB®e AFTV1
3 5100 UP383411 Paint Impacto Com DIB®e AFTV1
4 5118 UP210499 CFM Lithos Com DIB®e AFTV1
5 5119 UP096305 Niquel AJ Com DIB® e AFTV1
6 5154 UP368910 554AJ, 1594ALQ Com DIB® e AFTV1
7 5161 UP295309 CFM Intelecto Com DIB® e AFTV1
8 5228 UP344710 Paint Impacto Com DIB® e AFTV1
9 5231 UP344711 CFM Intelecto Com DIB® e AFTV1
1 5077 UP316309 CFM Lithos Com DIB® e AFTV4
2 5094 UP089805 Niquel AJ Com DIB® e AFTV4
3 5098 UP406911 Niquel AJ Com DIB® e AFTV4
4 5110 UP318609 CFMA4013, 1624ALQ Com DIB® e AFTV4
5 5125 UP410311 1477ALQ, 1414ALQ Com DIB® e AFTV4
6 5133 UP359610 Paint Cddigo Com DIB® e AFTV4
7 5137 UP124806 Niquel AJ Com DIB® e AFTV4
8 5170 UP394011 1477ALQ, 1414ALQ Com DIB® e AFTV4
9 5233 UP219299 CFM5677, 1573ALQ Com DIB® e AFTV4

Fonte: (SOUSA, R. T, 2017).

Legendas: (DIB®, MSD Salde Animal Brasil), usado previamente por duas vezes em vacas Bos indicus

(durante 8 dias, totalizando 16 dias de uso prévio): AFTV1 e AFTV4 = Aspiracdo folicular transvaginal

guiada por ultrassonografia um e quatro dias antes do abate, respectivamente.
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3.2 Colheita de sangue e andlises hormonais

Amostras de sangue foram colhidas em tubos secos e heparinizados por venopungéo
da jugular utilizando sistema a vacuo (Vacutainer®) nos dias -18, -12, -4, -1 e zero
(imediatamente antes da retirada do implante) (Figura 1). O sangue foi mantido em gelo e
levado ao laboratorio para centrifugacdo a 1.500 x g por 15 minutos a 4 °C, sendo o plasma
armazenado a -20 °C para a dosagem de progesterona. A concentracdo de progesterona foi
determinada por radioimunoensaio utilizando-se kit Coat-A-Count (Diagnostic Product
Corporation, USA) no Laboratério de Endocrinologia da FMV-UNESP (Aracatuba, SP).

3.3 Colheita e processamento do endométrio e rendimento de carcaga

Os abates foram realizados no Abatedouro Escola da PUSP-P, a insensibilizacdo foi
feita por concussdo medular. Apos o abate os ovarios e os Uteros foram separados, sendo este
ultimo dissecado, mantendo apenas corpo e cornos uterinos, sendo posteriormente pesado.
Cada corno uterino foi incisado longitudinalmente na sua por¢do antimesometrial, para
dissecacdo do tecido endometrial da regido intercaruncular. As amostras intercarunculares
foram colhidas na regido média em ambos os cornos, onde posteriormente foram congeladas
rapidamente em nitrogénio liquido, e mantidas a -80°C até a extracdo do RNA total (Figura
2). O rendimento de carcaca foi calculado a partir do peso da carcacga quente, dividido pelo

peso vivo final das novilhas.
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Figura 2 -Concussao medular, dissecacdo do Utero, colheita e armazenamento dos tecidos endometriais
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Fonte: (FRANGCA, M. R., 2011)

3.4 Extracdo e avaliagdo do é&cido ribonucleico (RNA) total e sintese de &acido

desoxirribonucleico complementar (cCDNA)

Para a extragdo do RNA total foram selecionados tecidos intercarunculares obtidos das
porcOes do ter¢co médio do corno uterino direito e esquerdo de seis animais de cada tratamento
totalizando 48 amostras de RNA total (Figura 3). Essa selecdo foi baseada nas concentragdes
plasmaticas de progesterona, sendo selecionadas as amostras de novilhas que apresentaram
concentragcOes plasmaticas inferior a 0,5 ng/mL de progesterona em todas as avaliagdes feitas
ao longo das estratégias hormonais, quando pertencentes aos grupos sem DIB e AFTV1 e sem
DIB e AFTV4, enquanto que para o grupo de novilhas com DIB e AFTV1 e com DIB e
AFTV4 foi considerada uma concentracdo inferior a 0,5 ng/mL no D-18, D-12 e a partir de
1,0 ng/mL de progesterona no D-4, D-1 e D-0.
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Aproximadamente 30 mg de tecido endometrial foram submersos em nitrogénio liquido
e macerados em aparato de aco inoxidavel pela aplicacdo de pressdo, resultando na
pulverizacdo do tecido endometrial. Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA utilizando-
se o kit AlIPrep®DNA/RNA/Protein Mini kit (N°80004, Quiagen Laboratories, Sdo Paulo, SP,
Brasil) de acordo com instrugfes do fabricante. A concentracdo e pureza do RNA foram
estimadas por NanoDrop (http://nanodrop.com/) utilizando absorbancia 260 nm e pelas razdes
260/28 (>1,8) e 260/230 (>1,8) conforme (SAMBROOK et al., 1989).

Com o intuito de verificar a integridade das bandas estruturais de RNA ribossomal (28

S, 18 S e 5.8 S) das amostras de RNA total extraido, realizou-se uma eletroforese em gel
desnaturante de agarose-formaldeido 1,2%. Para isso, em um Erlenmeyer foram adicionados
0,6g de agarose em 45 ml de agua tratada com pirocarbonato de dietila (DEPC) e 5,0 ml de
tampdo para o gel 10X (composto de 10,47g de acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
(MOPS) a 20 mM pH 7.0, 1,7g de acetato de sodio a 50 mM e 5 ml de &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 1 mM diluidos em 180 ml de 4gua tratada com DEPC. A
solucdo foi aquecida seguidas vezes em forno micro-ondas em poténcia maxima até iniciar a
fervura. Entre um aquecimento e outro, a solucdo foi homogeneizada até que agarose
estivesse totalmente diluida. Ao atingir uma temperatura de 65°C em banho-maria, adicionou-
se 0,9 de ml de 37% formaldeido (12,3 M) e 1ul de uma solucéo estoque de brometo de etidio
(10mg/ml).

Antes da corrida, o gel foi equilibrado no tampéo de corrida 1X (composto por 50 ml do
tampdo para gel 10X, 10 ml de formaldeido 37% (12,3 M) e 440 ml de &gua tratada com
DEPC) durante 30 minutos. Foram adicionados um microlitro de tampédo de aplicacdo de
RNA 5x (composto de 25 mg de azul bromofenol, 80ul de 0,5 M EDTA, pH 8,0, 750 ul de
formaldeido 37% (12,3 M), 2ml de glicerol, 3,084 ml de formamida e 4ml do tampéo para gel
10X) e 4ul de RNA total. Posteriormente, essa solucéo foi colocada no poc¢o do gel. A corrida
foi feita a 70V por 50 minutos. O gel foi exposto a uma luz ultravioleta em transluminador
por sistema de foto documentagdo. Apds a confirmacgdo da qualidade das amostras de RNA
total pelos métodos descritos (Figura 3), as mesmas foram submetidas a sintese do cDNA
utilizando o kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen — Life

Technologies do Brasil) conforme instrucdes do fabricante, a partir de 1000ng de RNA total.


http://nanodrop.com/

Figura 3 - RNA total em gel desnaturante de agarose-formaldeido 1,2%, isolado do tecido endometrial da regido média do
corno uterino de novilhas Nelore pré-piberes
(Continua)
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Corno Corno Corno Corno Corno Corno
esquerdo direito esquerdo direito esquerdo direito

C_orpo Corno Corno Corno Corno
esquerdo direito esquerdo direito esquerdo direito

Fonte (SOUSA, R. T., 2017)

Bandas especificas indicam a integridade do RNA total através da visualizagdo das bandas ribossomais 28S, 18S e 5,8S, onde as amostras ilustragdes A-F; G-L; M-R; S-
X; sdo oriundos dos animais pertencentes as estratégias hormonais: Sem DIB® com AFTV1, Sem DIB® com AFTV4, Com DIB® e AFTV1 e Com DIB® e AFTV4,
respectivamente.
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3.5 Reacdo da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QRT-PCR)

Os primers utilizados nesse estudo foram desenhados, preparados para
sequenciamento e gentilmente cedidos pela equipe do Laboratério de Fisiologia e
Endocrinologia Molecular-LFEM-FMVZ-USP. A abundancia de transcritos especificos de
acido ribonucleico mensageiro (RNAm) foi determinada por qRT-PCR, utilizando-se 7500
Real-Time PCR System® Applied Biosystem. Os primers senso e anti-senso foram obtidos
com base no GenBank, utilizando como referéncia as sequéncias de RNAm dos genes
estudados. As sequéncias de RNAm de cada gene foram avaliadas no software RepeatMasker

(http://www.repeatmasker.org/), com o objetivo de remover eventuais repeticdes nas mesmas,

conforme Smit; Hubley; Green, 1996-2010. Posteriormente, as sequéncias selecionadas foram
submetidas ao software PrimerQuest® (IDT®,

http://idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest), para a obtencdo dos primers. Cada par

de primer foi avaliado quanto a probabilidade de formacdo de hairpins, homodimeros e
heterodimeros de primers utilizando o programa Oligo Analyzer 3.1 (IDT®,
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).  Tais sequéncias foram

testadas quanto a sua especificidade usando o software “Basic Local Alignment Search Tool”

(Blast; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os primers foram sintetizados pela Invitrogen

(Life Technologies, S&o Paulo, SP, Brasil), os detalhes dos mesmos encontram-se na Tabela
2.


http://www.repeatmasker.org/
http://idtdna.com/Scitools/Applications/Primerquest
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Tabela 2 -Sequéncias de primers dos genes alvos e normalizadores analisados por gRT-PCR
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(Continua)

Gene Acesso GenBank Sequéncias dos primers Tamanho do produto (pb) Referéncias

ESR1 NM_001001443.1 F: 5" CAGGCACATGAGCAACAAAG 84 Primer Quest
R: 3" TCCAGCAGCAGGTCGTAGAG

ESR2 NM_174051.3 F:5" GTAGAGAGCCGCCATGAATAC 161 Primer Quest
R:3" CAATGGATGGCTAAAGGAGAGA

GPER XM_002698169.3 F:5 CCTGTACACCATCTTCCTCTTC 191 Primer Quest
R:3" CGATGTCATAGTACTGCTCGTC

PGR1 NM_001202474.3 F:5° ACTACCTGAGGCCGGATT 164 Primer Quest
R:3" CCCTTCCATTGCCCTCTTAAA

PGR2 NM_000926.4 F:5° CTACCCGCCCTATCTCAACTA 189 Primer Quest
R:3" TTGTGCTGCCCTTCCATT

PGR3 NM_001271161.2 F:5" CTACCCGCCCTATCTCAACTA 188 Primer Quest
R:3" TGTGCTGCCCTTCCATT

PGRMC1 NM_001075133.1 F:5" AGGGGCCGTATGGAGTCTTT 174 Primer Quest
R:3" CCACATGATGGTACTTGAAAGTGAA

PGRMC2 NM_001202474.3 F:5° CAGGGGAAGAACCGTCAGAA 287 Primer Quest
R:3" ATGAAGCCCCACCAGACATT

AQP4 NM_181003.2 F:5 GTGTCTGTTGCAGTGAGAT 157 Primer Quest
R:3" CAAAGGGACCTGGGATTTAG

EGFR XM_592211 F:5" ATGCTCTATGACCCTACCAC 237 YAMAKOSHI et al.(2012)
R:3" TTCCGTTACAAACTTTGCCA

FGF2 NM_001205310.1 F:5" TTGACGTTGTTGAGCGATCAC 141 Primer Quest
R:3" GGCTGGGCATCGCTGTAC

FGFR2 NM_001205310.1 F:5" TTGACGTTGTTGAGCGATCAC 125 Primer Quest
R:3" GGCTGGGCATCGCTGTAC

IGF2R NM_174352.2 F:5" CGCCTACAGCGAGAAGGGGTTAGTC 293 YASEEN et al.(2001)
R:3” AGAAAAGCGTGCACGTGCGCTTGTC

LPL NM_001075120 F:5" CAGGTCGAAGTATCGGAATCCA 68 FORDE et al.(2010)
R:3" GAAAGTGCCTCCGTTAGGGTAAA

LTF NM_180998 F:5 GAAGGTAGATTCGGCGCTGTA 68 Primer Quest
R:3" CAGTTTCCCTGAGGTTCTTCAAG

MMP2 NM_174745 F:5° CCCAGACAGTGGATGATGC 248 Primer Quest

R:3" TTGTCCTTCCTCCCAGGGTC
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(Conclusdo)

Gene Acesso GenBank Sequéncias dos primers Tamanho do produto (pb) Referéncias

MMP9 NM_174744.2 F:5 CTTCTGCCAGGATCACTTCTAC 183 Primer Quest
R:3" CAGACTGGCTCATTCCCTATTG

MUC1 NM_174115.2 F:5 CAACCAGGGCAATGAGATAG 143 Primer Quest
R:3” ACCATCAGCGGAGTTAGT

OXTR NM_174134.2 F:5 AAGATGACCTTCATCGTCGTG 177 KRISHNASWAWY et al(2009)
R:3" CGTGAAGAGCATGTAGATCCAG

SERPINA 14 NM_174797.3 F:5" ATATCATCTTCTCCCCCATGG 126 ULBRICH et al.(2009)
R:3" GTGCACATCCAACAGTTTGG

SLC2A1 NM_174602.2 F:5" ATCATCTTTCACCGTGCTCCTGGTT 127 Primer Quest
R:3" TGTCACTTTGACTTGCTCCTCCCT

VEGFA NM_174216.1 F:5° CCCAGATGAGATTGAGTTCATTTT 245 SHIRASUNA et al.(2010)
R:3" GCCTCGGCTTGTCACCTTTT

WNT5A NM_001205971.1 F:5" TTCTGAGGAGTCTGGAAGG 184 Primer Quest
R:3” GTGAGCAGAGGAAACAGAA

ACTB NM_173979.3 F:5" GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA 78 BETTEGOWDA et al.(2006)
R:3" TCGTCCCAGTTGGTGACGAT

GAPDH NM_001034034.2 F:5" GCCATCAATGACCCCTTCAT 70 BETTEGOWDA et al.(2006)
R:3" TGCCGTGGGTGGAATCA

PPIA NM_178320.2 F:5" GCCATGGAGCGCTTTGG 69 BETTEGOWDA et al.(2006)

R:3" GGATGAGGCTCAGAGCAAGAGA



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/31340830?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=36AGM3A5015
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Para a determinacdo da melhor concentracdo de cDNA para cada gene, foram feitas
diluigdes do pool de cDNA do endométrio das novilhas considerando-se seis pontos, sendo
que o primeiro ponto era constituido pela amostra pura e os demais por 60, 30, 15, 5 e 2,5%
da amostra pura respectivamente.

Apos a determinagdo da melhor concentracdo de cDNA, iniciou-se os testes de (QRT-
PCR) para a comparacdo da abundancia de cada transcrito entre os grupos. Para todos os
genes foi estabelecida o mesmo limiar de deteccdo “threshold” no ponto médio da
amplificacdo exponencial. Os genes normalizadores foram selecionados de acordo com a
ordem de estabilidade de expresséo conforme (VANDESOMPELE et al., 2002), na qual foi
obtida através do software qBasePLUS v.2.3 (Biogazelle, Zwijnaarde, Belgium), baseado na
aplicagdo do geNorm. Os valores de ciclo “threshold” (Ct) dos genes referentes a Beta Actina
(ACTB), Ciclofilina A (PPIA) e Gliceradeido-3-Fosfato Desidrogenase (GAPDH) foram
convertidos em quantidade escalar de expressdo usando o método 242 de acordo com
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), e esses valores submetidos ao geNorm. Os genes foram
ranqueados com base na ordem de estabilidade de expressdo (M), onde 0s genes com maior
estabilidade apresentam os menores valores de M. Dos trés genes analisados, o GAPDH foi o
mais estavel, sendo este utilizado como gene constitutivo para corre¢do dos resultados de
expressao génica.

Para as reacdes de PCR foi utilizado uma placa de 96 pocos, selada com fita adesiva
transparente MicroAmp (Life Tecnhologies). Cada reacdo teve o volume final de 20ul usando
10 ul de Power SYBR Green PCR Master Mix (Life Tecnhologies), 1ul de cDNA, 1,2ul de
oligonucleotideos iniciadores (primers) senso e anti-senso (diluicdo 1:80) e 7,8ul de agua
tratada com DEPC. Para cada gene estudado, as amostras foram avaliadas em duplicata. A
reacdo de qRT-PCR teve inicio com a etapa de desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, seguido
de 44 ciclos de 15 segundos a uma temperatura de 95°C, anelamento de 60°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos.

Os produtos de gRT-PCR de todos os genes avaliados foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose a 2% com intuito de confirmar o tamanho do fragmento em
pares de base (tabela 2). Para a visualizagdo dos produtos de qRT-PCR em eletroforese,
diluiu-se 3g de agarose em 150 ml de Tris/ Borato/EDTA (TBE) 0,5 X. A solucéo foi
aquecida seguidas vezes em forno micro-ondas em poténcia maxima até iniciar a fervura,
entre um aquecimento e outro a solucdo foi homogeneizada até que agarose estivesse

totalmente diluida. Ao atingir uma temperatura de 50°C, adicionou-se 2ul de uma solugédo
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estoque de brometo de etidio (10mg/ml). Apoés isso, a solucéo foi despejada no suporte para
gel e pente. Ap6s a solidificacdo do gel, o pente foi retirado lentamente e o suporte foi
alocado adequadamente na cuba para eletroforese. A cuba foi preenchida com TBE 0,5x até
cobrir o gel. Oito microlitros do produto de qRT-PCR foram adicionados a dois microlitros de
tampéo de corrida 5x (loading buffer) e dez microlitros dessa solucéo foi colocado no pogo do
gel. A corrida foi feita a 70V durante 80 minutos e posteriormente, o gel foi exposto a uma

luz ultravioleta em transluminador.

3.6 Sequenciamento de produtos de QRT-PCR

Para o sequenciamento os produtos de qRT-PCR, foram purificados utilizando
QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen Laboratories). Os produtos de qRT-PCR foram
quantificados por Nano Vue (GE Life Sciences). As amostras foram diluidas e acrescidas das
solugdes dos respectivos primers senso e encaminhadas para o Centro de Estudos do Genoma
Humano da Universidade de S8o Paulo. As sequencias dos resultados foram acessadas pelo

software Chomas (http://techelysium.com.au/) e testadas quanto a especificidade usando o

software “Basic Local Alignment Search Tool” (Blast;http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

3.7 Analises estatisticas

Os dados produtivos e aqueles relacionados ao peso do Utero foram submetidos a
analise de variancia, utilizando o PROC MIXED do SAS 9.3, considerando o seguinte
modelo:

Yijk = 1 + AFTV; + DIBj + AFTVXDIBjj + eijk

Em que: Yijk € o valor observado para a repeticdo (animal) k, que recebeu o nivel j de
DIB e submetido a AFTV no dia i; 4 € a média geral; AFTVi é o efeito fixo do dia de
realizacdo da aspiracao folicular transvaginal; DIB; é o efeito fixo do dispositivo intravaginal
de liberacdo lenta de progesterona; AFTVXDIB;jj € o efeito fixo da interacdo entre AFTV e
DIB; e eijx € 0 erro experimental. Foi utilizado o método de correcdo de graus de liberdade de
Satterth e as médias apresentadas foram obtidas pela ajustadas pela funcdo LSMEANS.

Os dados de concentracdo plasmatica de progesterona e didmetro do foliculo
dominante foram submetidos a anélise de variancia, utilizando o PROC MIXED do SAS 9.3,

considerando o seguinte modelo:


http://techelysium.com.au/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Yija = 4 + AFTV; + DIB;j + AFTVXDIBjj + wij+ Ti + AFTVXTj + DIBxTj,
AFTVxDIBXTijj + eiju

Em que: Yij«u é 0 valor observado para a repeticdo (animal) k, que recebeu o nivel j de
DIB e submetido a AFTV no dia i, no I-ésimo dia de avaliacdo; | é a média geral; AFTViéo
efeito fixo do dia de realizacdo da aspiracdo folicular transvaginal; DIB; é o efeito fixo do
dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona; AFTVxDIB;j; é o efeito fixo da
interacdo entre AFTV e DIB; wij é 0 erro experimental associado a parcela (definido como
animal dentro de tratamento); T, é o efeito fixo de tempo; AFTVXT; é o efeito fixo da
interacdo entre AFTV e tempo; DIBxTj é o efeito da interacdo entre DIB e tempo;
AFTVxDIBxTj; é o efeito fixo da interacdo entre AFTV, DIB e tempo; e eijju é 0 erro
experimental associado a subparcela (repeticdo no tempo). Foi utilizado o0 método de correcao
de graus de liberdade de Satterthwaite. Foram avaliadas as matrizes de covariancia CS, CSH,
ANTE(1), FA(1), TOEP, TOEPH, AR(1), ARH(1) e UN. O critério bayesiano foi utilizado
para a escolha da matriz de covariancia a ser utilizada. Quando houve interagéo entre tempo e
um fator isolado, o efeito do fator foi estudado utilizando a funcdo SLICE. As médias
apresentadas foram obtidas pela ajustadas pela funcdo LSMEANS.

Os dados de expressdo génica relativa foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando o PROC MIXED do SAS 9.3, considerando o seguinte modelo:

Yijk = 1L + AFTVi + DIBj + AFTVXDIBjj + wijx + Ci + AFTVXCj + DIBxC;j
AFTVxDIBxCijj + €iju

Em que: Yij é o valor observado para o I-ésimo corno do animal (repeti¢do) k, que
recebeu o nivel j de DIB e foi submetido a AFTV no dia i; p é a média geral; AFTVi € 0
efeito fixo do dia de realizacdo da aspiragdo folicular transvaginal; DIB; é o efeito fixo do
dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona; AFTVxDIB;j; é o efeito fixo da
interacdo entre AFTV e DIB; wijx é 0 erro experimental associado a parcela (definido como
animal dentro de tratamento); Ci é o efeito fixo de corno; AFTVxC; é o efeito fixo da
interacdo entre AFTV e corno; DIBxCj é o efeito da interacdo entre DIB e corno;
AFTVxDIBxCj; é o efeito fixo da interagdo entre AFTV, DIB e corno; e ejj é 0 erro
experimental associado a subparcela. Foi utilizado o método de correcdo de graus de
liberdade de Satterthwaite. Foram avaliadas as matrizes de covariancia CS, CSH, ANTE(1),
FA(1), TOEP, TOEPH, AR(1), ARH(1) e UN. O critério bayesiano foi utilizado para a

escolha da matriz de covariancia a ser utilizada. Quando houve interacdo entre os fatores, esta



56

foi estudada utilizando o teste de média de PDIFF. Para a interacdo tripla, o teste de médias
foi dividido entre as médias de cada Utero: para o corno contralateral foram utilizadas letras
minusculas, enquanto que para o corno ipsolateral foram utilizadas letras maidsculas. As
médias obtidas pela funcdo LSMEANS do SAS foram corrigidas considerando a expressdo no
corno contralateral, dos animais que receberam DIB e foram submetidos a AFTV4 (ou a
médias que a envolvem) como padréo, utilizando a seguinte equagéo: 2(Médiapadrdo) - Og erros
padrdes apresentados nos graficos foram calculados a partir da relagdo entre média e EPM
obtidos da funcdo LSMEANS. Para todas as analises foi considerado um nivel de
significancia de 0,05. Valores de probabilidades entre 0,05 e 0,10 foram considerados como
tendéncia e discutidos como efeito.
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4. RESULTADOS

N&o houve efeito do dia da AFTV e do DIB sobre as variaveis de peso e rendimento
de carcaca (P > 0,05; Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre o desempenho produtivo e rendimento de carcaca de novilhas Nelore pré-plberes.
AFTV1! AFTV4? Probabilidades (P)®

Variavel S(Iegq3 ComDIB* Sem DIB® Com DIB® EPM® AFTV  DIB  INT
Peso vivo (kg) 287 288 285 282 2,03 0,33 0,79 0,64
Peso metabélico (kg®™®) 69,8 69,9 69,4 68,8 0,37 0,32 0,79 0,64
PCQ (kg) 159 159 160 158 098 099 053 051
PCF® (kg) 156 156 158 155 0,96 0,99 0,53 0,51
RC?® (%) 54,5 54,3 55,4 55,1 0,24 0,10 0,66 0,88

Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda:*Aspiracdo folicular transvaginal no dia -1 em relagdo ao abate; 2Aspiragio folicular transvaginal no dia -4 em
relacdo ao abate; 3Sem dispositivo intravaginal bovino de liberagdo lenta de progesterona; “Com dispositivo intravaginal de
liberagéo lenta de progesterona; SEPM: erro padrdo da média; SProbabilidades: AFTV: efeito do dia da aspiracdo folicular
transvaginal; DIB: efeito do dispositivo intravaginal bovino de liberacdo lenta de progesterona; INT: interacdo entre o0s
efeitos de DIB e AFTV (DIBxAFTV); "Peso de carcaga quente; 8Peso de carcaga fria; Rendimento de carcaca.

N&o houve interacdo entre AFTV e DIB sobre as variaveis relacionadas ao peso do
utero (P > 0,05; Tabela 4). O uso do DIB aumentou o peso dos uteros (P < 0,01). Da mesma
forma, o DIB aumentou as relagdes entre peso do Utero e PV, PM, PCQ e PCF (P < 0,01).

N&o houve efeito do dia da AFTV sobre nenhuma destas variaveis (P > 0,05).

Tabela 4 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre o peso do Utero (PU) de novilhas Nelore pré-puberes

Varidvel AFTV1! AFTV4? EPME Probabilidades (P)®

Sem DIB® ComDIB* Sem DIB® Com DIB* AFTV DIB INT

Peso do atero (g) 36,6 69,2 48,7 63,7 3,49 0,64 <0,01 0,22

Relacbes

PU:PV (g/kg) 0,128 0,240 0,170 0,226 0,012 057 <001 026

PU:PM® (g/kg®™) 0,525 0,990 0,700 0,926 0,051 059 <001 025

PU:PCQ? (g/kg) 0,230 0,434 0,303 0,405 0,022 063 <001 0,26

PU:PCF (g/kg) 0,234 0,441 0,308 0,412 0,022 063 <001 0,26

Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda:*Aspiragdo folicular transvaginal no dia -1 em relagdo ao abate; Aspiracdo folicular transvaginal no dia -4 em
relagdo ao abate; 3Sem dispositivo intravaginal bovino de liberagdo lenta de progesterona; “Com dispositivo intravaginal de
liberagdo lenta de progesterona; SEPM: erro padrdo da média; SProbabilidades: AFTV: efeito do dia da aspiragdo folicular
transvaginal; DIB: efeito do dispositivo intravaginal bovino de liberacdo lenta de progesterona; INT: interacdo entre os
efeitos de DIB e AFTV (DIBxAFTV); "Relacio entre o peso do (tero e 0 peso vivo; 8Relagdo entre o peso do (tero e o peso
metabdlico; °Relagdo entre o peso do Gtero e o peso de carcaca quente; 1°Relagdo entre o peso do (tero e o peso de carcaca
fria.
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Figura 4 - Efeito da aspiragdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre as concentragfes plasméticas de progesterona em novilhas Nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)
Legenda: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (—®=); sem e AFTV4 (—a=); com DIB e AFTV1 (—m—) ¢, com
DIB e AFTV4 (—e— ). + Efeito de DIB (P < 0,05).

Independentemente do tempo de avaliacdo e do DIB, a concentracdo plasmatica de
progesterona ndo foi afetada pela AFTV (P = 0,73). Contudo, o DIB aumentou as
concentracdes plasmaticas de progesterona (P < 0,01), nos dias -4, -1 e 0 (P < 0,05), em

relacdo ao abate.

Figura 5 - Efeito da aspiragdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre o didmetro do foliculo dominante de novilhas Nelore pré-piberes
Probabilidades ( P):

AFTV: 0,53 Tempo<0,01
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: Tratamentos: sem DIB e AFTV1 (—%=); sem DIB e AFTV4 (=A=); com DIB e AFTV1 (—m—) e, com DIB
e AFTV4 (== ). * Efeito de AFTV (P < 0,05).
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N&o houve interacdo entre os efeitos de tempo, DIB e AFTV (P = 0,64). Houve uma
tendéncia (P = 0,06) de uma interacédo entre os efeitos de tempo e AFTV. Nos tempos -18, -12
e -4 a AFTV néo afetou o didmetro do foliculo dominante (P > 0,05), enquanto que no dia -1
em relacdo ao abate, as novilhas dos grupos com AFTV1 apresentaram foliculos dominantes
maiores que AFTV4 (P < 0,05). O tempo da avaliacdo afetou o didmetro do foliculo
dominante (P < 0,01). Independentemente do tempo de avaliagdo e do dia de realizagdo da
AFTV, o DIB néo afetou o diametro do foliculo dominante (P = 0,73).

Figura 6 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacéo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica da isoforma a do receptor de estrogeno (ESR1), nos diferentes cornos uterinos de
novilhas Nelore pré-paberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: Estratégias hormonais: sem DIB e com AFTV1 (B); sem DIB e com AFTV4 (F); com DIB e AFTV1 (@) ¢, com
DIB e AFTV4 (m). Para o calculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4 do
corno contralateral (expressdo=1). Letras mindsculas e mailsculas distintas representam diferencas significativas entre o as
estratégias hormonais nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P <0,05).

Houve interacdo entre os efeitos de corno uterino, DIB e AFTV sobre a expressédo de
ESR1 (P = 0,05). No corno contralateral, a auséncia do DIB associado a AFTV1 aumentou a
expressdao do ESR1 em relacdo ao grupo com DIB e AFTV4 (P > 0,05). Enquanto que no
corno ipsolateral a expressédo relativa deste gene aumentou na auséncia do DIB e presenca de
AFTV1 em relacdo a AFTV4 (P < 0,05). No entanto, na presenca do DIB em associagcdo com

AFTV ndo afetou a expressdo deste gene, no corno ipsolateral (P > 0,05).
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Figura 7 - Efeito da aspiragdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica da isoforma 3 do receptor de estrogeno (ESR2), nos diferentes cornos uterinos de
novilhas Nelore pré-paberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (@) e, com DIB e
AFTV-4 (B). Para o célculo da expresséo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4
(expressao=1).

N&o houve efeito significativo nas variaveis estudadas sobe a expresséo relativa do
ESR2 (P > 0,05).

Figura 8 - Efeito da aspiragéo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica do receptor de estrogeno acoplado a proteina G (GPER), nos diferentes cornos
uterinos de novilhas Nelore pré-plberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (&) e, comDIB e
AFTV4 (W), Para o calculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4
(expressao=1).

Expressio relativa de RNAm
HH
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N&o houve efeito significativo nas variaveis estudadas na expressdo relativa do GPER
(P> 0,05).

Figura 9 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressao génica de EGFR, nos diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-paberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: Estratégias hormonais sem DIB e AFTV1 (B); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (@) e, com DIB e
AFTV4 (m). Para o céalculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4 do corno
contralateral (expressdo=1). Letras mindsculas e mailsculas distintas representam diferencas significativas entre o as
estratégias hormonais nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P <0,05).

Houve interacdo entre os efeitos de AFTV, DIB e corno sobre a expressdo génica de
EGFR (P = 0,05; Figura 9). No corno contralateral, AFTV e DIB ndo afetaram a expresséo
deste gene (P > 0,05). No corno ipsolateral, no entanto, AFTV4 reduziu a expressdo de EGFR
em relagdo a AFTV1(P < 0,05), nos animais que ndo receberam o DIB. Nos animais que

receberam o DIB, o dia da AFTV né&o afetou a expressao génica de EGFR (P > 0,05).
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Figura 10 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressao génica do PGR1, nos diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. S, 2017)

Legenda: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (B); sem DIB e AFTV4 ("™); com DIB e AFTV1 (@) e, com DIB e
AFTV4 (), Para o calculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4 do corno
contralateral (expressdo=1). Letras minUsculas e mailsculas distintas representam diferencas significativas entre o as
estratégias hormonais nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P <0,05).

Houve interacdo entre os efeitos do dia de aspiracdo folicular transvaginal, DIB e
corno uterino sobre a expressao génica de PGR1 (P = 0,02). A auséncia de DIB associado a
ATFV4 aumentou a expressdo génica de PGR1 no corno contralateral, nos animais
submetidos a AFTV4. O dia da AFTV e a presenca do DIB ndo afetaram a expressao relativa
de PGR1 no corno ipsolateral (P > 0,05).
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Figura 11 - Efeito da aspiracéo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberagdo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica do PGR2, nos diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. S, 2017)
Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (&) e, com DIB e
AFTV4 (). Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4
(expressao=1).

N&o houve efeito significativo nas variaveis estudadas na expressdo relativa do PGR2

(P > 0,05).

Figura 12 — Efeito da aspiragdo folicular transvaginal (AFTV) sobre a expressdo génica de PGR3, nos diferentes
cornos uterinos de novilhas Nelore pre-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. S, 2017)

Legenda: AFTV1 (a) e AFTV4 (&). Para o calculo da expresséo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento com
AFTV4 no corno contralateral (expressdo=1). Letras mindsculas distintas representam diferengas significativas nos cornos
contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).
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Houve uma interacdo entre os efeitos do corno e dia da AFTV (P = 0,07) sobre a
expressdo de PGR3. No corno ipsolateral, AFTV1 reduziu a expressdo de PGR3, em relacdo a

AFTV4. No corno contralateral o dia da AFTV néo afetou a expressao deste gene (P > 0,05).

Figura 13 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) sobre a expressdo génica de PGRMC1, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: AFTV1 (@) e AFTV4 (=). Para o calculo da expresséo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento com
AFTV4 no corno contralateral (expressdo=1). Letras mindsculas distintas representam diferencas significativas nos cornos
contra e ipsolateral, respectivamente (P <0,05).

Houve uma interacdo entre AFTV e corno uterino (P = 0,02) sobre a transcricdo de
PGRMC1. Ocorreu diminuicdo na expressdo relativa de PGRMC1 no corno uterino
contralateral submetido & AFTV1, em relacdo a AFTV4. No corno ipsolateral, o dia da AFTV

ndo afetou a expressdo deste gene (P > 0,05).
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Figura 14 — Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de PGRMC1, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: sem DIB (@) e com DIB (m). Para o calculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o
tratamento sem DIB no contralateral (expressdo=1). Letras minGsculas distintas representam diferengas significativas
nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).

Houve interacdo entre os efeitos de DIB e corno uterino sobre a expresséo relativa de
PGRMC1 (P = 0,05; Figura 14). No corno contralateral, o DIB néo afetou a expresséo relativa
deste gene (P > 0,05). J& no corno ipsolateral, o DIB aumentou a expressdo génica relativa de
PGRMC1 (P <0,05).

Figura 15 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) sobre a expressdo génica de PGRMC2, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: AFTV1 (a) e AFTV4 (=). Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento
com AFTV4 no corno contralateral (expressdo=1). Letras minasculas distintas representam diferencas significativas nos
cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).
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Houve uma interacdo entre os efeitos do dia da AFTV e corno uterino (P = 0,01) sobre
a expressdo de PGRMC2. Onde, no corno contralateral AFTV1 reduziu a expresséo relativa
desse gene em comparacdo a AFTV4 (P < 0,05). No corno ipsolateral, o dia da AFTV ndo
afetou a expressao génica relativa de PGRMC2. Alem disso, na auséncia do DIB, a expressédo

deste gene foi maior no corno ipsolateral em relagéo ao corno contralateral (P <0,05).

Figura 16 Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de PGRMC2, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: sem DIB (@) e com DIB (m). Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento
sem DIB no corno contralateral (expressdo=1). Letras minUsculas distintas representam diferencas significativas nos cornos
contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).

Houve interacdo entre DIB e corno uterino sobre a expressdo relativa de PGRMC2 (P
= 0,03; Figura 16). Na presenca do DIB, a expresséo relativa deste gene foi maior no corno
ipsolateral do que no corno contralateral (P < 0,05). Na auséncia do DIB, a expressao génica

de PGRMC2 foi similar nos dois cornos uterinos (P > 0,05).
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Figura 17 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacéo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica do fator de crescimento vascular endotelial (VEGFA), em novilhas Nelore pré-
puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (&) e, com DIB e
AFTV4 (W), Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4
(expressdo=1). Letras minusculas distintas representam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).

Houve interacdo entre os efeitos de dia da AFTV e DIB sobre a expressao relativa de
VEGFA (P =0,09). A auséncia do DIB e presenca de AFTV4 aumentou a expressdo relativa
desse gene em relacdo ao tratamento com DIB e AFTV4 (P < 0,05), ndo diferindo dos demais
(P >0,05).

Figura 18 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica de FGF2, nos diferentes cornos uterinos de novilhas nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (&) e, com DIB e
AFTV4 (W), Para o calculo da expresséo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4 do corno
contralateral (expressdo=1). Letras minUsculas e mailsculas distintas representam diferencgas significativas entre o as
estratégias hormonais nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).
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Houve interacdo entre os efeitos de AFTV, DIB e corno uterino sobre a expresséo
génica de FGF2 (P = 0,05; Figura 18). No corno ipsolateral, os tratamentos ndo afetaram a
expressao deste gene (P > 0,05). No corno contralateral, no entanto, AFVT4 aumentou a
expressdo de FGF2, em relagdo a AFTV1 (P <0,05), nos animais que ndo receberam DIB. Da
mesma forma, a inclusdo do DIB, nos animais que passaram pela AFTV1 aumentou a

expressao génica de FGF2 (P < 0,05), no corno contralateral.

Figura 19 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacéo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica de FGFR2, nos diferentes cornos uterinos de novilhas nelore pré-paberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Tratamentos: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (@) e, com DIB e AFTV4 (m).
Para o célculo da expresséo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4 do corno contralateral
(expressdo=1). Letras minusculas e mailsculas distintas representam diferencas significativas entre o as estratégias
hormonais nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).

Houve interacéo tripla (CornoxAFTVxDIB; Figura 19) sobre a expressao de FGFR2
(P = 0,10). No corno contralateral a presenca do DIB e AFTV4 reduziu a abundancia de
transcritos para 0 FGFR2 em relacdo a AFTV4 sem DIB (P < 0,05). No corno ipsolateral, 0s

tratamentos n&o afetaram a expressdo génica de FGFR2 (P > 0,05).
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Figura 20 Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberac&o lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica de MMP9, em novilhas Nelore pré-plberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (); com DIB e AFTV1 (@) e, com DIB e
AFTV4 (m). Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4
(expressdo=1). Letras minusculas distintas representam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).

Houve uma interacdo entre AFTV e DIB (P = 0,01) sobre a transcricdo de MMP9. Na
auséncia de DIB, AFTV4 aumentou a expressao relativa desse gene, em relacdo a AFTV1 (P
<0,05).

Figura 21 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) sobre a expresséo génica de AQP4, nos diferentes
cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: AFTV1 (@) e AFTV4 (=). Para o calculo da expressao relativa, foi considerado como referéncia o
tratamento com AFTV4 (expressdo=1). Letras minGsculas distintas representam diferencas significativas nos cornos
contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).
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Houve uma interacdo entre os efeitos de corno uterino e AFTV (P = 0,09) sobre a
expressao de AQP4. No corno uterino contralateral a expressao de AQP4 foi maior quando os
animais foram submetidos a AFTV4 do que naqueles submetidos a AFTV4 no corno
ipsolateral (P < 0,05), néo diferindo dos demais (P > 0,05).

Figura 22 — Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de AQP4, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legenda: sem DIB (m) e com DIB (ms). Para o calculo da expresséo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento
com DIB no corno contralateral (expressdo=1). Letras minUsculas distintas representam diferencas significativas nos cornos
contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).

Além disso, houve uma interacdo entre o corno uterino e o DIB sobre a expressédo de
AQP4 (P = 0,09). A auséncia do DIB no corno ipsolateral reduziu a expressédo relativa deste

em relacdo aos demais tratamentos (P < 0,05).
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Figura 23 — Efeito da aspiragdo folicular transvaginal (AFTV) sobre a expressdo génica de MUCL, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: AFTV1 (a) e AFTV4 (=). Para o calculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento
com AFTV4 no corno contralateral (expressdo=1). Letras mindsculas distintas representam diferencas significativas nos
cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).

Houve interacao entre os efeitos de corno uterino em e dia da AFTV (P = 0,03) sobre a
expressao de MUCL. Nos animais submetidos a AFTV4, a expressao deste gene foi maior no

corno contralateral do que no corno ipsolateral (P < 0,05).

Figura 24— Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberagéo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressao génica de WNT5A, em novilhas Nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (&) ¢, com DIB e
AFTV4 (W), Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4
(expressdo=1). Letras mintsculas distintas representam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
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Houve uma interacdo entre os efeitos de dia da AFTV e DIB (P = 0,01) sobre a
expressao de WNT5A. Os animais submetidos ao tratamento com AFTV1 e sem DIB

apresentam menores expressao relativa desse gene do que os demais tratamentos (P < 0,05).

Figura 25- Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberacdo lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica de LPL, nos diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Tratamentos: sem DIB e AFTV1 (B); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (&) e, com DIB e AFTV4
(M), Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como referéncia o tratamento sem DIB e AFTV4 do corno
contralateral (expressdo=1). Letras minUsculas e mailsculas distintas representam diferencas significativas entre o as
estratégias hormonais nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P <0,05).

Houve interacdo entre os efeitos de AFTV, DIB e corno sobre a expressdo génica de
LPL (P = 0,05; Figura 25). No corno contralateral a auséncia de DIB e presenca de AFTV1,
reduziu a expressao de LPL em relacdo a presenca de DIB (P < 0,05). Enquanto que no corno
contralateral a expressdo relativa desse gene aumentou na presenca de DIB e AFTV4 (P <

0,05), ndo diferindo dos demais tratamentos (P > 0,05).
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Figura 26 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) e do implante de liberac&o lenta de progesterona
(DIB) sobre a expressdo génica de SLC2A1, em novilhas Nelore pré-paberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (@) ¢, com DIB e
AFTV4 (W), Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado o tratamento sem DIB e AFTV4 (expressdo=1). Letras
mindsculas distintas representam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).

Houve uma interacdo entre os efeitos do dia da aspiracdo folicular e DIB (P = 0,01)
sobre a expressdo de SLC2A1. Animais submetidos a AFTV4, sem DIB apresentaram maior

expressao deste gene que os animais dos demais grupos (P < 0,05).

Figura 27 — Efeito da aspiracdo folicular transvaginal (AFTV) sobre a expressdo génica de SLC2A1, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais AFTV1 (a) e AFTV4 (=). Para o célculo da expressdo relativa, foi considerado como
referéncia o tratamento com AFTV4 no corno contralateral (expressdo=1). Letras minusculas distintas representam diferengas
significativas nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).
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Houve uma interacdo entre os efeitos da localizagdo do corno uterino em relagdo ao
foliculo dominante e dia da AFTV (P = 0,09) sobre a expressdo de SLC2A1. Os animais
submetidos a AFTV1 apresentaram menor expressao deste gene no corno contralateral do que

no corno em relacdo aos demais tratamentos (P < 0,05).

Figura 28 - Efeito do implante de liberacdo lenta de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de
SERPINA14, em novilhas Nelore pré-pberes
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Fonte: (SOUSA, R. S, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB (E8) e com DIB (&=8). Para o calculo da expresséo relativa, foi considerado como
referéncia o tratamento sem DIB (expressdo=1). Letras mindsculas distintas representam diferencas significativas entre os
tratamentos (P < 0,05).

O DIB aumentou a expressédo génica de SERPINA14, independentemente do corno
uterino e da AFTV (P = 0,05; Figura 28).
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Figura 29 - Efeito do corno uterino sobre a expresséo génica de SERPINA14, em novilhas Nelore pré-puberes de
acordo com a localizagdo do corno uterino
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017).

Legenda: Para o céalculo da expressdo relativa, foi considerado o corno como referéncia contralateral (expressdo=1). Letras
minusculas distintas representam diferengas significativas nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).

Adicionalmente, a expressdo relativa de SERPINA14 também foi maior no corno

ipsolateral do que no corno contralateral (P = 0,05; Figura 29).

Figura 30 — Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de OXTR, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)

Legendas: Estratégias hormonais sem DIB (@) e com DIB (m). Para o calculo da expresséo relativa, foi considerado o
tratamento sem DIB no corno contralateral (expressdo=1). Letras minusculas distintas representam diferencas significativas
nos cornos contra e ipsolateral, respectivamente (P < 0,05).

Houve interacdo entre os efeitos de corno e DIB sobre a transcrigdo génica de OXTR
(P=0,08; Figura 31). No corno contralateral, o DIB reduziu a expressao relativa do OXTR (P
<0,05).
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Figura 31 - Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de IGF2R, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes

1.6
Probabilidades (P):

= 14 AFTV:0.83
- .
4 DIB: 0.88
Z, 12 Corno: 0,23
~ ' AFTV-DIB: 0,78
S 1.0 l- Cormno=AFTV: 081
:“3 1 Cormo~DIB: 0,21
. % 08 Como=AFTV+<DIB: 0,54
3
2 0.6
7s]
i
&Q: 04
7
M 0.2

00

Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)
Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (@) e, com DIB e
AFTV-4 (W), Para o célculo da expresséo relativa, foi considerado o tratamento sem DIB e AFTV4 (expressdo=1).

N&o houve efeito significativo nas variaveis estudadas sobre a expressao relativa do

gene avaliado (P > 0,05).

Figura 32 - Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de LTF, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)
Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (@) ¢, com DIB e
AFTV-4 (), Para o célculo da expresséo relativa, foi considerado o tratamento sem DIB e AFTV4 (expressdo=1).
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N&o houve efeito significativo nas varidveis estudadas sobre a expressao relativa do
LTF (P > 0,05).

Figura 33 - Efeito do dispositivo intravaginal de progesterona (DIB) sobre a expressdo génica de MMP2, nos
diferentes cornos uterinos de novilhas Nelore pré-puberes.
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Fonte: (SOUSA, R. T, 2017)
Legendas: Estratégias hormonais: sem DIB e AFTV1 (8); sem DIB e AFTV4 (™); com DIB e AFTV1 (&) e, com DIB e
AFTV4 (B), Para o calculo da expressdo relativa, foi considerado o tratamento sem DIB e AFTV4 (expressdo=1).

N&o houve efeito significativo das varidveis estudadas, sobre a expressao relativa do
gene codificador da MMP2 (P > 0,05).
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5. DISCUSSAO

Nesse tdépico serdo abordados alguns mecanismos moleculares associados a
modulacédo de receptores de estrogenos (E2) e progesterona (P4) e suas relagdes com genes
voltados ao desenvolvimento endometrial e a receptividade do futuro concepto neste tecido,
além das implicagdes dessa fisiologia no posterior sucesso reprodutivo e produtivo de
novilhas Nelore.

O aumento do peso do Utero e de suas relacdes com outras variaveis como; peso Vivo,
peso metabolico, carcaca quente e de carcaca fria das novilhas Nelore pré-puberes (Tabela 4),
submetidas ao implante de liberacdo sustentada de progesterona (DIB), levou ao
guestionamento da possivel relacdo dessa alteracdo fenotipica, com as vias moleculares
associadas, a proliferacdo, diferenciacdo e secrecdo celular no tecido endometrial.
Adicionalmente, a essas evidéncias, averiguar qual seria o impacto da suplementacao exdgena
de P4, em associacdo com a aspiracdo folicular transvaginal guiada por ultrassom em
diferentes dias, na modulacdo da fisiologia endometrial em novilhas Nelore pré-puberes.

O aumento no peso uterino das novilhas, ocasionado pelo DIB, talvez seja uma
consequéncia de maiores acdes de P4, efetuada principalmente através dos seus receptores
componentes de membrana, desencadeando um possivel maior desenvolvimento, e aumento
da atividade secretdria nas células glandulares do endométrio (SPENCER et al., 2004;
KHATIB et al., 2009; LEDGARD; MEIER; PETERSON, 2011). Ademais, um maior fluxo
de agua mediado por aquaporinas, (AGRE, 2016) também por intermédio da progesterona
pode ter contribuido para a alteragdo no peso uterino.

Em cordeiras da raca Corrideale, a aplicacdo de progesterona injetavel por via
intramuscular aumentou o peso do Utero desses animais (MEIKLE et al., 2001). S& Filho et
al. (2008) relacionaram o0 aumento desenvolvimento uterino de novilhas Nelore, com 0 a
chegada da puberdade, onde enfatizaram o efeito recorrente da estimulagdo exercida pelo
aumento nas concentracfes de progesterona plasmatica sobre o Utero desses animais. Dentro
desse contexto, a elevacdo da concentracdo plasmatica de progesterona nos animais
submetidos ao DIB nesse estudo (Figura 4) pode ter mimetizado as concentra¢des plasmaticas
de progesterona de animais em puberdade (DAY; ANDERSON, 1998) trazendo beneficios no
desenvolvimento uterino.

Nesse sentido, S& Filho et al. (2015) dosaram a concentracdo circulante de

progesterona em novilhas Nelore pré-puberes para avaliar a flutuagdo desse hormonio atraves
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do uso de dispositivos novos de liberacdo sustentada de progesterona (CIDR1) ou usados
(CIDR4) implantados intravaginalmente por 10 dias. Estes autores verificaram que ambos 0s
dispositivos foram capazes de sustentar o nivel de P4 acima de 1,0 ng/mL por no minimo 7
dias, mas o grupo que recebeu os dispositivos novos obteve maior concentracdo plasmatica de
P4. Nesse aspecto vale ressaltar que dispositivos de progesterona utilizados na inducdo de
puberdade em novilhas Nelore devem ser previamente utilizados em vacas adultas, ja que
altas doses desse hormdnio podem bloquear o crescimento dos foliculos, comprometendo a
ovulacdo (BARUSELLI 2007; PRADO et al., 2009). Devido a essas recomendacdes, nesse
estudo optou-se pela utilizacdo de implantes de reuso, com o intuido de favorecer a fisiologia
do endomeétrio, sem comprometer a fisiologia do eixo hipotalamico hipofisario gonadal.

Além da P4, o 17 B estradiol (E2) € um importante componente no desenvolvimento
endometrial, principalmente em mecanismos relacionados a proliferacdo celular (RAMOS et
al., 2014; RAMOS et al., 2015; ARAUJO et al., 2015; SPONCHIADO, 2015; FRANCA et
al., 2015). O E2 é produzido predominantemente pelas células da granulosa dos foliculos
ovarianos, tendo suas concentracdes aumentadas, principalmente durante as fases de selecéo e
dominéncia folicular (DIELEMAN; BEVERS, 1987; XU et al., 1995; KINDER et al., 1996;
KULICK et al., 1999; GUINTHER et al., 2000; KOMAR et al., 2001). Diante desses
aspectos, a taxa de crescimento e didmetro dos foliculos, tornam-se um bom preditor dos
niveis de concentracdo circulante de estrégenos.

Partindo desse pressuposto, nesse estudo pode ter ocorrido uma inversao nas
concentracdes esperadas de E2, visto que, maiores diametros foliculares (Figura 5), foram
observados nas novilhas submetidas a aspiragéo folicular transvaginal um dia antes do abate
(AFTV1), em detrimento daquelas submetidas a aspiracdo folicular quatro dias antes
(AFTV4). Essas diferencas no diametro folicular, ocasionalmente pode ter levado a uma
modulacdo diferenciada na transcri¢do dos genes alvo, que serdo discutidos a segulir.

A expressdo e modulacdo dos diferentes receptores de progesterona e estrogenos
acoplados ou ndo a proteina G, sdo reportadas nas mais diversas células que compd@e o Utero
humano, e de outras espécies (PERROT-APPLANAT et al., 1985; CLARKE et al., 1987,
PRESS; GREENE, 1988; PRESS et al., 1988; GARCIA et al., 1998; LESSEY et al., 1998;
PRESS), existindo alguns relatos de expressdao no endométrio e oviduto de vacas Nelore
ciclicas (LUCIANO et al., 2011; ARAUJO et al., 2015; SPONCHIADO, 2015; GONELLA-
DIAZA et al., 2016). Porém, a expressao destes no tecido endometrial de novilhas Nelore pré-

puUberes ainda é desconhecida pela literatura cientifica.
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A P4 e 0 E2 regulam o metabolismo celular, e as subsequentes respostas bioldgicas no
desenvolvimento, crescimento e diferenciacdo das celulas do endométrio em vacas Nelore
(LUCIANO et al., 2011; MESQUITA et al., 2014; RAMOS et al., 2014; MESQUITA et al.,
2015; RAMOS et al., 2015; ARAUJO et al., 2015; SPONCHIADO; FRANCA et al., 2015).
No tecido endometrial, as acfes do E2 sdo mediadas principalmente pela transativacéo
mediada através da ligagdo desse esteroide ovariano, as duas formas da proteina receptora
para o estrogeno, denominadas de receptor estrogénico a (ESR1) e B (ESR2) (WANG et al.,
1999); ou por meio do receptor de estrégeno acoplado a proteina G (GPER) (FILARDO et al.,
2000). Sendo que, no endométrio bovino, os efeitos proliferativos celulares mediados pelo E2,
ocorrem principalmente por meio da interagdo deste com o ESR1 e GPER. Em contrapartida o
ESR2 se comporta como um modulador do ESR1, apresentando efeito anti-proliferativo no
utero em oposicéo a acdo do ESR1 (WEIHUA et al., 2000). Ao ligar-se ao ESR1 ou GPER, 0
E2 aumenta a proliferacdo e altera as propriedades celulares, modulando a transcricdo dos
genes responsivos a ele (PARKER, 1993; RAZAND et al., 1999; PEDRAM; RAZANDI;
LEVIN, 2006; PROSSNITZ; BARTON, 2011).

Em fémeas ciclicas de varias espécies, 0 aumento do E2 durante o estro, estimula a
expressdo de seus proprios receptores no endométrio, enquanto que 0 aumento progressivo
nas concentracdes de P4, durante o diestro diminui a expressao dos receptores de E2. Além
disso, a exposic¢do continua do Utero a P4, leva a supressdo dos receptores intracelulares de
progesterona (PGRs) (OTT et al.,, 1993; GEISERT et al., 1994; OKUMU et al., 1999;
SPENCER; BAZER, 2002; MARTIN et al., 2008; HARTT et al., 2005).

Os animais que receberam o DIB, independentemente da AFTV, apresentaram
expressdes génicas de ESR1 semelhantes (Figura 6). Ja a auséncia do DIB a AFTV1
aumentou a expressdo deste gene no corno ipsolateral. E reportado que as concentracdes de
E2 aumentam a expressdo de seus receptores intracelulares tanto in vivo quanto in vitro
(BOOS et al., 1996; ROBINSON et al., 2001; OKUMU et al., 2010). Enquanto que altos
niveis de P4 diminuem tanto a expressdo de seus receptores intracelulares quanto os de E2
(SPENCER; BAZER, 1995; OKUMU et al., 2010). Estes resultados indicam que diferentes
concentragfes de hormdnios esteroides, ocasionadas pelas estratégias hormonais, associadas a
possiveis diferengas na anatomia vascular utero ovarica, nas regides adjacentes e opostas ao
ovario contendo o foliculo dominante, alteram a abundéncia de genes do endométrio de

novilhas Nelore em idades mais precoces, pré-puberdade.
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Levando em consideragdo as possibilidades anteriormente citadas, no corno
contralateral fica evidente o papel de maiores concentracdes de P4, associadas a um possivel
menor fluxo de E2, na diminuicdo de transcritos desse gene. Enquanto que no corno
ipsolateral, flutuacbes nas concentragcdes de E2, podem ter atuado como os maiores efetores
na influéncia desse hormonio na abundéncia dos transcritos para 0 ESR1. Sponchiado (2015)
demonstrou que maiores concentragdes de E2, oriundas de foliculos ovarianos de maior
diametro, aumentou a expressdo do ESR1, em comparacdo as vacas com foliculos pré-
ovulatérios menores.

Aratjo et al. (2015) reportaram variagdes na transcricdo de genes especificos
modulados por hormonios esteroides ovarianos, no endométrio de vacas Nelore, em funcéo do
corno uterino. De acordo com Ginther, (1974), Ginther, (1976) e Lamond; Drost (1974) em
animais ciclicos, as artérias ovarianas e uterinas adjacentes e opostas ao ovario contendo o
corpo ldteo, distinguem-se em anatomia e fisiologia, sendo as anastomoses entre as
ramificacbes da artéria uterina e ovariana significativamente mais proeminentes no lado
ipsolateral ao corpo luteo. Existem varias evidéncias que substancias oriundas dos ovarios,
liberadas pelo fluxo venoso ovariano, e transferidas para o sangue arterial ovariano, podem
atingir os ovidutos e a por¢do anterior e média dos cornos uterinos (McCRAKEN;
SCHRAMM; EINER-JENSEN, 1984; EINER-JENSEN; HUNTER, 2005). Ghinther; Del
Campo (1974) reportaram um aumento significativo de 0,4 mm em didmetro no ramo uterino
da artéria ovariana no lado ipsolateral ao corpo liteo. Estes autores enfatizaram ainda que,
essas mudancas sao possiveis devido a dinamicidade das anastomoses, em relacdo a mudancas
na vascularizacdo de acordo com a localizacdo da ovulagdo, em fungdo dos esteroides
ovarianos. Ainda, de acordo com esses autores, no ponto de vista fisioldgico, essa
proeminéncia ocorre devido a preparacao do oviduto e corno uterino ipsolateral ao corpo lateo
para a prenhez ou para suprir as necessidades sanguineas do corpo lGteo mais vascularizado.

Stefaficzyc-Krzymowska et al. (1998) ao avaliar a concentragdo de progesterona e 17
beta estradiol em porcas do 12° ao 35° de prenhez, verificaram um aumento significativo nas
concentracdes desses hormdnios, nos ramos da artéria proximal e distal ao ovario, em relacédo
a veia jugular, concluindo que a elevacdo da concentracdo local de horménios de origem
ovarica, em relagdo ao sangue periférico é de grande importancia para o reconhecimento
materno da prenhez e implantacdo do embrido.

A auséncia de DIB e a realizacdo da AFTV1 levaram a um aumento na transcricao do

gene do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em relacdo a AFTV4, no corno
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ipsolateral ao foliculo dominante (Figura 9). O aumento da transcricdo do EGRF em novilhas
Nelore pré-puberes em condi¢des de AFTV1 e baixas concentraces de progesterona no corno
ipsolateral, pode favorecer a proliferacdo das células epiteliais luminais aumentando as
chances de interacdo do epitélio endometrial com a trofectoderma do concepto ou até mesmo
favorecer o revestimento epitelial das glandulas, que é um fator condicionante para a
manutencdo normal de posteriores atividades secretorias (LOSEL et al., 2008; GELLERSEN;
FERNANDES; BROSENS, 2009; ULBRICH et al., 2009). Adicionalmente a esse achado,
eventuais maiores concentracdes de E2, nessa regido, em razdo de mecanismos anatdmicas e
fisiol6gicos de vascularizacdo, similares aos que levaram ao aumento do ESR1 nessas mesmas
condicBes, podem também ter ocasionado 0 aumento na expressao relativa do EGFR.

O EGFR é caracterizado como uma glicoproteina transmembranaria, com um dominio
ligante extracelular, um dominio lipofilico transmembrana, e um dominio intracelular com
atividade tirosina-quinase intrinseca. Ao ser ativado esse receptor desencadeia o recrutamento
e a fosforilagdo de vérios substratos intracelulares, levando a sinalizagdo mitogénica
(ALROY; YARDEN, 1997). Existem relatos na literatura que o ESR1 pode transcolar se para
a membrana plasmatica e interagir com 0 EGFR e esse complexo ao ser estimulado pelo 17
beta estradiol ativa as vias da proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) e
fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina quinase (PI13K-Akt), induzindo efeitos rapidos ou
ndo gendmicos do EGFR na proliferacdo celular do tecido alvo (DAUVOIS; WHITE;
PARKER, 1993; RAZAND et al., 1999; PEDRAM; RAZANDI; LEVIN, 2006; LUCAS et
al., 2008; PROSSNITZ; BARTON, 2011).

Estudos, tanto in vitro quanto in vivo, reportaram aumento na proliferagdo celular
uterina mediada por EGFR, em resposta a estrogenos (MCLACHLAN, 1986; LINGHHAM et
al., 1988; GARDNER et al., 1989; TOMOOKA; DIAUGUSTINE; MEND et al., 2016).
Sanjoy et al. (1994) ao avaliarem diferentes aspectos bioldgicos do EGFR no utero de ratas
ovariectomizadas, verificaram que a administracdo de E2 exdgeno aumentou a presenca do
EGFR, como também a sua bioatividade, que foi verificada pelo aumento da atividade das
proteinas quinases. Em mulheres, a expressdo de EGFR aumenta principalmente no epitélio
luminal e glandular, sobre efeito do E2 durante a fase proliferativa, reduzindo durante a fase
secretoria e menstrual (MOLLER et al., 2001).

No que diz respeito aos PGRs avaliados nesse estudo (Figura 10; Figura 11; Figura
12), resultados oriundos de células cultivadas in vitro, sugerem a atuacdo da PGR1 como

inativador de transcricdo aos efeitos da P4, junto ao gene especifico (VEGETO et al., 1993;
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KRAUS et al., 1995). Partindo desse pressuposto, 0 aumento da expressdo do PGR1 (Figura
10) induzida por menores concentragdes plasmaticas de E2, e P4 no endométrio do corno
uterino contralateral submetidos a AFTV4 e sem DIB, pode estar associada a acao deste, na
repressdo dos efeitos da progesterona sobre genes relacionados a proliferacdo e secrecdo
celular nessa regido. E reportado que o PGR2, apresenta uma funcdo adicional da
transativacdo especifica, desempenhando um papel importante junto ao gene alvo, que pode
ser ativada pelo PGR2 e ndo pelo PGR1. E mesmo que o dominio inibitdrio esteja presente
nessas duas isoformas, esta atividade manifesta-se apenas no PGR1, sendo que o PGR2
apresenta uma regido de transativacdo especifica nos genes responsivos a progesterona nédo
presente na PGR1 (HORWITZ, 1992; GIANGRANDE; MCDONNELL, 1999).

Em células de mamiferos essas isoformas, podem ligar-se a0 DNA, mediante
diferentes combinacgdes de dimeros: PGR1/PGR1, PGR2/PGR2, constituindo os homodimeros
ou PGR1/PGR2, PGR2/PGR3, formando heterodimeros (WEI et al., 1990; DEMARZO et al.,
1991; WEI et al., 1996; CONDON et al., 2006), além do tipo da isoforma do receptor, a
reposta celular a P4, pode estar associada a alteragcdes da razao entre as expressdes de PGR1,
PGR2 e PGR3, e as diferencas funcionais entre as proteinas dessas isoformas, tanto em
estudos in vivo quanto in vitro, sugerindo que a expressdo relativa das mesmas podem
modular a resposta a P4 em diferentes populagdes celulares (WEI et al., 1990; GRAHAM,;
CLARKE, 1997; CONDON et al., 2001) o que suporta as evidéncias da funcdo da maior
abundancia de transcritos do PGR1 na repressdo dos efeitos bioldgicos da progesterona no
corno contralateral ao foliculo dominante em novilhas Nelore pré-puberes.

AlteracOes nas razdes entre as diferentes isoformas do PGR no oviduto de galinhas
durante o inverno, ou em aves mais velhas, resultaram em diminuicdo mensurdvel da
atividade funcional do PGR (BOYD; SPELSBERG, 1979; BOYD-LEINEN et al., 1982). O
aumento da expressao relativa do PGR3 (Figura 12) no endométrio de ambos 0s cornos
uterinos das novilhas submetidas a AFTV4 em relagdo a AFTV1 no contralateral, também
pode ser um reflexo da reducdo, ou impedimento dos processos transicionais mediados pela
P4, nessa area quando feita por intermédio de receptores dessa natureza, ja que a PGR3 pode
agir sequestrando a progesterona disponivel na regido citosolica, impedindo-a de ligar-se a
PRG2 ou formando dimero com a PGR2, inibindo o poder de transcricdo da PGR2 no gene
alvo.

Henderson et al. (2001), Wei et al. (1990), Wei et al. (1996), Condon et al. (2006),

Demarzo et al. (1991) demonstraram que a PGR3 esta limitada a fracdo citosdlica celular, ndo
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possuindo capacidade de ligar-se a elementos responsivos hormonais do DNA. Entretanto
essa isoforma tem a capacidade de complexar-se com a P4 disponivel nessa regido ou formar
heterodimeros com a PGR2, inibindo as ac¢des transcricionais desta. Garret et al. (1988) e
Carter et al. (2008), ressaltaram que a diminuicdo da expressao das isoformas do PGR é um
fator chave na expressdo de diversos genes no endométrio, que contribuem para o
desenvolvimento avangado do concepto em bovinos. Aumentos nas proporgdes de PGR3 em
relacdo a PGR2 bloqueou a capacidade da PGR2 em manter a quiescéncia de células
miometriais humanas cultivadas em laboratorio (CONDON et al., 2006). No entanto néo
foram encontradas diferencas estatisticas entre as estratégias hormonais na expressao relativa
do PGR2, nesse estudo.

Além da expressdo das isoformas dos receptores de P4 responsaveis pelos efeitos
classicos deste horménio, foi verificado nesse estudo uma modulacdo na expressdo relativa
dos receptores de progesterona componentes de membrana 1 (PGRMC1) e 2 (PGRMC2) no
endométrio de novilhas Nelore pré-puberes (Figuras 13, 14, 15 e 16). Onde dependendo do
corno uterino avaliado, tanto o DIB quanto a AFTV afetaram a expressdo desses genes.

O PGRMC1 e PGRMC2 sdo expressos ao longo do trato reprodutivo em fémeas de
varias espécies, no periodo pré e pds implantacional, desempenhando um papel extremamente
importante na homeostase, e funcionamento normal da fisiologia reprodutiva nesses tecidos
(PELUSSO et al., 2006; KOWALIK et al., 2008; RAMBANGS et al., 2008; ZHANG et al.,
2008; LUCIANO et al., 2010; LUCIANO et al., 2011; WU et al., 2011; THAIR et al., 2012;
SAINT-DIZIER et al., 2012; SLONINA et al., 2012; KOWALIK et al., 2013; FENG et al.,
2014). Considerando essas evidéncias, a expressao relativa dos genes codificadores dos dois
tipos de receptores de membrana de progesterona nesse estudo, pode ser um indicativo da
disponibilidade desses receptores para modulacdo de rotas moleculares alternativas, a PGR2,
em acOes relacionadas a homeostase da fisiologia endometrial, e ao favorecimento de
condicBes adequadas para a implantacdo embrionaria na regido anatdbmica com o ambiente
hormonal mais favoravel.

Em um recente estudo realizado por CLARCK et al. (2016) foi demonstrado que, 0
silenciamento dos genes codificadores do PGRMC1 e PGRMC1 no trato reprodutivo de ratas,
ocasionou formacéo de cistos no endométrio, subfertilidade e senescéncia prematura do trato
reprodutivo. Em varios organismos o0 PGRMC1 e PGRMC?2 estdo envolvidos em diversos
processos celulares relacionados a reproducéo, incluindo mitose (LIU et al., 2009; GRIFFIN
et al., 2014), meiose (LUCIANO et al.,, 2010; TERGARZI et al.,2016, LUCIANO et al.,
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2016), metabolismo de esteroides (HUGUES et al., 2007; KIMURA et al., 2012),
sobrevivéncia celular (PELUSO et al., 2006; PELUSO et al., 2010), transcricdo (PELUSO et
al., 2010; PELUSO et al., 2012), angiogenese (SWIATEK et al., 2007; NEUBAUER et al.,
2009), regulacao imune (MAEDA et al., 2013) e hematopoese (PIEL et al., 2016).

Considerando esses fatores, o aumento diferencial da expresséo relativa do PGRMCL1 e
PGRMC2, nos cornos contra e ipsolateral em resposta a AFTV ou DIB, podem estar
associados a vias fisiologicas diversas, visando suprir necessidades celulares distintas nessas
regides anatdmicas.

Coincidentemente o fator de crescimento vascular endotelial (VEGFA; Figura 17) teve
sua expressdo relativa aumentada, em condi¢cGes hormonais semelhantes, as que levaram ao
aumento da transcricdo para o0 PGRMC1 (Figura 13) e PGRMC2 (Figura 15) no corno
contralateral. Neubauer et al. (2009) demonstrou que a ativacdo do PGRMC1 pela
progesterona conduz a um aumento no nivel intracelular de Ca?* e a subsequente ativacio da
cascata da proteina quinase ativada por mitdogeno (MAPK), resultando em ativacdo da
transcricdo do gene VEGFA.

O VEGFA quando estimulado por hormoénios esteroides, possui efeito local no
endométrio, atuando na angiogénese, remodelamento vascular e migracdo de células
endoteliais (HIDER et al., 1996; GEVA,; JAFFE, 2000; FERRARA et al., 2003;). Sendo as
modificaces ciclicas do endométrio dependente das flutuagdes no fluxo sanguineo causados
pela vasodilatacdo e alteracdes na permeabilidade celular (GIUDICE, 1996; PERROT-
APPLANAT etal., 1994; LECCE et al., 2001; HERYANTO; LIPSON; ROGERS, 2003).

Este fator de crescimento vascular é encontrado no epitélio glandular e estroma
endometrial (CHARNOCK et al., 1993; SHIFREN et al., 1996). Onde tanto in vitro quanto in
vivo, em sinergismo com o fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGF2), presente na matriz
extracelular (MEC) das células estromais, possui a capacidade de remodelar a vascularizacao
no endométrio (SMITH, 2001, PEPPER et al., 1992; SCHEEBERGER et al., 1997; PEPPER
et al.,, 1998). No estroma endometrial os constituintes da MEC sdo sintetizados
principalmente pelos fibroblastos, e a partir de entdo sdo distribuidos em uma rede organizada
em intima associacdo com a superficie dos fibroblastos (YAYON et al., 1991; KAN et al.,
1993; REILAND et al., 1993; HOROWITZ et al., 1998; FAHAM et al., 1996; 10ZZO0 et al.,
1998; SELIKE et al., 1998; BAUERSACHS et al., 2005).

O FGF2 em si, também demonstrou ter uma alta afinidade por proteoglicanos de

sulfato de heparano (HSPG) associadas a superficie celular e MEC, esses cofatores sdo
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essenciais nos processos de adesdo da célula a matriz, nos sistemas de reconhecimento de
célula-célula, bem como nas interagdes entre FGF2 e seu receptor (FGF2R), estimulando a
transducdo de sinal e regulando a transcri¢do génica. In vitro o FGF2 comporta-se com um
potente mitdgeno em células endoteliais vasculares e fibroblastos (MOSCATELLI et al.,
1986a; KLEIN et al., 1993, 1996). Em células endoteliais in vivo, o FGF2 é capaz de induzir
um fendtipo angiogénico, verificado através do aumento da proliferacdo e migracdo celular,
producdo de proteinases e expressdo de integrinas especificas (MOSCATELLI et al., 1986;
BASILICO; MOSCATELLI, 1992; BIKFALVI et al., 1997; KLEIN et al., 1993, 1996).
Quantidades significativas de FGF2 foram encontrados associados a matriz extracelular de
culturas de células in vitro (VLODAVSKI et al., 1987; BASHKIN et al., 1989;
FLAUMENHAFT et al., 1989; ROJELI et al., 1989; XIAN et al., 2010). Graziano et al.
(1998) demonstraram a capacidade de sinergismo entre o0 FGF2 e VEGF como indutores de
angiogénese, em diferentes células endoteliais vasculares através de mecanismos autocrinos e
paracrinos, onde a adicdo de FGF2 recombinante a células endoteliais em cultura ou a
regulacdo positiva do FGF2 enddgeno, aumentou a expressdo de VEGFA, evidenciando o
papel deste ultimo como importante mediador da angiogénese induzida por FGF2 através da
interagdo com componentes da MEC.

No corno contralateral, dentre os animais que receberam a aplicacdo do DIB, aqueles
submetidos a AFTV4 apresentaram maior expressdo génica de FGF2 (Figura 18) do que os
submetidos a AFTV1 sem DIB. Como destacado anteriormente a AFTV4 reduziu o didmetro
folicular, e possivelmente as concentracGes de estrogenos. Possivelmente, a presenca de
menores diametros foliculares pode estar associada, a processos relacionados ao
remodelamento vascular no corno contralateral de novilhas Nelore pré-puberes. Suzuki et al.
(1996) reportaram que em células vasculares, o estroégeno modula a lesdo vascular aguda e o
desenvolvimento de outras formas de patologia vascular e quando em altas concentracfes o
estrogeno inibiu a expressao e acdo bioldgica do FGF2.

A expressao do receptor (FGFR2) de FGF2 (Figura 19) foi aumentada em menores
concentracdes de progesterona, no corno contralateral das novilhas submetidas a AFTV4.
Gatius et al. (2011) verificaram uma alta e significativa correlagcdo entre a expresséo de PGR e
FGFR2 em células endometriais cancerigenas humanas. Sugerindo que a predominancia de
maiores expressoes relativas do PGR1 sem DIB com AFTV4 (Figura 10), e de PGR3 (Figura
12) em condigdes de AFVT4, ambas no corno contralateral, podem ter contribuido para o

aumento da expressdo relativa de FGFR2 nessa regido anatdmica do endométrio das novilhas.
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O FGFR2 é estruturalmente caracterizado por uma por¢do extracelular, um dominio
transmembrana, e um dominio intracelular responsadvel pela ativacdo e fosforilacdo de
tirosinas, quando estimulado pelo FGF2 (ESWARAKUMAR; LAX; SCHLESSINGER, 2005;
ZHANG et al., 2006). No lado intracelular ha dois dominios de proteina tirosina-quinase que
contém ao todo 7 residuos de tirosina que podem ser fosforilados (MOHAMMADI et al.,
1996), com alta afinidade por HSPG, presentes na MEC (MOSCATELLI, 1987,
FLAUMENHAFT et al., 1989; LEE et al., 1989; DIONNE et al., 1990; KEEGAN et al.,
1991; PARTANEN et al., 1991). A presenca de maiores expressdes de FGF2 e de seu
receptor, no corno contralateral das novilhas, sem DIB e submetidas a AFTV4, podem ser
também de um indicativo de uma maior atividade de fibroblastos na expressdo de FGF2 e
deste fator de crescimento na proliferacdo das proprias células fibroblasticas, e possivelmente
em uma maior producdo de componentes da MEC, j& que é documentado que ambos sdo
sintetizados por esse tipo de célula.

A MEC associada a fibroblastos e células endoteliais formam um importante e
complexo arcabouco molecular no endométrio. Onde os componentes da MEC, atuam como
elementos chave na angiogénese e remodelamento vascular, através de estimulos a
proliferacdo e migracdo celular, além de degradacdo de alguns polimeros, mediados pelo
FGF2, FGFR2, VEGF, MMP2 e MMP9, sendo a MMP2 e MMP9 detentoras de atividade
proteolitica sobre as diferentes substancias da MEC como colégenos, gelatinases e lamininas,
permitindo a abertura de espacos para a migracdo celular, incluindo as angiogénicas, e além
disso, durante a degradacdo da MEC ocorre a liberacdo de citocinas, caderinas, integrinas,
FGF2, receptores de tirosina quinase modificando a sinalizagdo molecular de maneira, direta
ou indireta (SCHENK; QUARANTA, 2003; ALBERTS et al., 2004; MOTT; WERB, 2004;
ITOH, 2006; NAGASE et al., 2006; EGEBALD; JARVELAINEN et al., 2009; RASCH,;
WEAVER, 2010; KIM et al., 2011).

O aumento consideravel nos transcritos de MMP9 (Figura 20), observados em
condigdes de baixas concentracfes de P4 e AFTV4 pode ser um indicativo de uma maior
necessidade de transcritos para essa enzima, mediante a necessidade de seu intermédio no
remodelamento vascular na MEC. Em células endometriais humanas a MMP9 ¢ associada ao
crescimento de vasos sanguineos, tendo a sua expressdo regulada tanto pelo E2 quanto pela
P4, sendo a P4 o principal inibidor da sua expressdo e ativagdo (HENRIET et al., 2002;
CURRI; OESTEN, 2003).
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Outra modulagdo interessante (Figura 21; Figura 22) ocorreu em relagdo & aquaporina
4 (AQP4). As aquaporinas pertencem a familia de pequenas proteinas, responsaveis pela
formacéo de poros na membrana plasmatica, permitindo um rapido e especifico transporte de
agua, atraves da membrana. Entre essas proteinas a AQP4, destaca-se pela sua expressao no
trato reprodutivo feminino de diversas espécies, onde além do transporte de &gua, também
desempenham fungdes relacionadas a secrecdo, transporte e absorcdo de fluidos, servindo
também de canal para o transporte para o oxigénio e outros gases (ZHU et al., 2014). No
tecido endometrial, o transporte e a homeostase da agua sdo fundamentais para a manutencgéo
do desempenho reprodutivo, permitindo o funcionamento normal das mais diversas células
constituintes deste tecido, favorecendo o crescimento e desenvolvimento normal do concepto
(JABLONSKI et al., 2003).

O aumento na abundancia de transcritos da AQP4 no corno contralateral submetidos a
AFTV4, em comparacdo ao corno ipsolateral, também submetidos a AFTV4 (Figura 21) e a
reducdo da expressdo relativa deste gene, no corno ipsolateral em comparagdo aos animais
que receberam DIB neste corno e aos que receberam ou ndo o DIB no corno contralateral
(Figura 22), mostram diferentes funcbes dos hormonios esteroides sexuais na modulacéo
deste gene, possivelmente para suprir necessidades fisioldgicas distintas, nessas regies
anatdmicas. O aumento na transcricdo da AQP4 no corno contralateral submetido a AFTV4
(Figura 21) pode estar associado & composi¢do da matriz extracelular (MEC) e a eventos
relacionados a diminuicdo da receptividade ao embrido na superficie apical do epitélio
endometrial, em condi¢cdes hormonais de baixa P4 e possivel menor producdo de E2 em
fungéo de diametros foliculares menores.

Enquanto que a maior expressédo relativa de AQP4, observada no corno ipsolateral ao
foliculo dominante das novilhas, na presenca de maiores concentracGes plasmaticas de P4,
préximo ao abate (Figura 22), pode estar associada a preparacdo dessa regido para a
receptividade de um futuro concepto, facilitando a absor¢édo e secrecdo de fluidos luminais
uterinos, e também o movimento do zigoto flutuante, para o local de implantagdo. Além disso,
o maior fluxo de agua através das células epiteliais para o limen uterino pode reduzir a
viscosidade do fluido uterino, favorecendo a implantagdo do blastocisto.

O movimento da agua através do canal de aquaporina é impulsionado por gradientes
osmoticos (AGRE, 2016), possivelmente esse seja um dos fatores associados a maior
expressdo de AQP4, no corno contralateral das novilhas submetidas a AFTV4 sem DIB.

Fisiologicamente, um aumento no fluxo de dgua para o estroma, para ser incorporada a MEC,
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pode ser assciado a presenca de substancias altamente higroscopicas, a exemplo dos diversos
tipos de proteoglicanas como agrecan, versican e decorin, ligadas a cadeias de
glicosaminoglicanos, intercaladas as fibras de colageno, permitindo um aumento na
permeabilidade das células adjacentes a maiores concentracBes dessas moléculas e
aumentando o fluxo de &gua para o estroma (SUWIWAT et al., 2004; GAMBICHLER et al.,
2008; KISCHEL et al., 2010). Visto que genes relacionados com a sintese de componentes da
MEC tambem tiveram a sua trancricdo aumentada em condi¢Ges de AFTV4 (Figura 18;
Figura 19).

Ja 0 aumento no fluxo de agua para o lumen endometrial pode estar relacionado a
concentracdo de MUC1 presente na superficie apical do epitélio endometrial, visto que o gene
que codifica a MUCL, também teve a sua expressdo aumentada nessas mesmas condicoes
(Figura 23). A MUC1 pertence a uma familia de glicoproteinas de alto peso molecular,
altamente glicosiladas, presentes na superficie das células epiteliais do endométrio
(BOSHELL, 1990; DEVINE et al., 1992). Esta molécula é sintetizada no reticulo
endoplasmatico, e glicosilada no complexo de golgi, onde em seguida é transferida para a
superficie apical das células epiteliais, e posteriormente liberada da superficie apical, para
dentro do lumen uterino (LAGOW; DESOUZA; CARSON, 1999). Ao ocorrer a liberacdo da
MUCL, apds a fusdo das vesiculas com a membrana plasmatica, esta reage com a agua
formando o muco. Isso leva a um aumento da viscosidade do fluido uterino luminal,
formando uma barreira quimica que reduz as chances de interacdo entre os receptores da
superficie do epitélio endometrial, com os da trofectoderma. Nesse sentido, acredita-se que
baixas quantidades de MUCL seja pré-requisito para a manutencdo da receptividade normal
do endométrio (SURVEYOR et al.,, 1995; APLIN et al., 1997; BOWEN; BAZER,;
BURGHARDT, 1997; LI et al., 2001). Assim, a maior expressao de MUC1, pode reduzir a
receptividade uterina no corno contralateral ao foliculo dominante, dos animais submetidos a
AFTV4 sem DIB.

A reducgéo da expressdo da MUC1, mesmo no corno uterino ipsolateral, submetido a
AFTV4, em relacdo ao corno contralateral, provavelmente esteja associada a um maior fluxo
de E2, nessa regido, proveniente da artéria Utero ovarica. Nessas condi¢cbes hormonais, a
reducdo da expressdo de MUCL pode ser um indicador favoravel de receptividade
endometrial. Sponchiado (2015) relatou a diminuigdo de MUCL1, no endométrio de vacas
Nelore com baixas concentragbes de E2, em relacdo aos animais com altas concentragdes

deste hormonio.
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A via de sinalizag&o celular, que envolve os membros da familia WNT (Wingless-type
MMTV integration site family), classicamente conhecida pelo seu papel em eventos
relacionados ao desenvolvimento do trato reprodutivo, durante o periodo pré e pos-natal em
mamiferos, tem sido descrita em mecanismos associados, a citodiferenciacao, proliferacdo e
migracdo celular no dtero (CLEVERS 2006; TOLEDO, COLOMBRES & INESTROSA
2008; VERHEYEN & GOTTARDI 2010). Dos membros da superfamilia WNT, nesse estudo
foi avaliado especificamente o gene WNT5A. A composi¢do quimica das proteinas WNT5A
possui a molécula proteica glicosilada, sendo esta glicosilacdo necessaria, para a sua secrecao
e funcionalidade bioldgica (BURRUS; MCMAHON 1995, KURAYQOSHI et al., 2006). A
expressdo do gene codificador de WNT5A foi maior nos animais que apresentaram baixas
concentracdes de P4 submetidos a AFTV4 (Figura 24). A menor expressdao relativa de
WNT5A, nas novilhas sem DIB submetidas a AFTV1 (Figura 24), sugere uma menor
necessidade da sinalizacdo celular, mediada por essa proteina, em processos celulares
relacionados a migracao, adesdo e diferenciacdo celular. De acordo com Kikuchi et al. (2011),
a sinalizagdo do WNTS5A ocorre independentemente da B catenina, onde estdo incluidas
multiplas vias de sinalizacdo celular, entre elas as relacionadas a adesdo, polaridade e
diferenciacdo celular. J& o aumento da expressdo do WNT5A, no endométrio de novilhas pré-
puberes com a realizacdo da AFTV4, em relacdo a AFTV1, nos animais que nao receberam
DIB, pode estar associada a maior utilizacdo da WNT5A, em processos de adesdo e
motilidade celular associadas ou ndo a elementos da MEC. Weeraratna et al. (2002),
verificaram em humanos, que o complexo WNT5A acoplado ao receptor Frizzled 5, atua
como um sinalizador para a invaséo celular, em pacientes portadores de melanoma cutaneo,
onde o aumento de ligages WNT5A ao receptor Frizzled 5, aumentou a invaséo e motilidade
celular. Jonsson et al. (2002), verificaram uma relacdo de membros da via de sinalizacdo
WNT5A, com colagenos e integrinas da matriz extracelular em pacientes portadores de
carcinoma ductal de mama.

No que diz respeito ao aumento da expressdo relativa de WNT5A, no tecido
endometrial com DIB e AFTV1 ou AFTV4, em relacdo ao AFTV1 sem DIB (Figura 24),
pode estar associado a diferencia¢do das glandulas endometriais, tornando-as aptas a atividade
secretoria. Mericskay, Kitajewski & Sassoon (2004), verificaram que a expressdo persistente
de WNT5A, no estoma endometrial, é necessaria para a diferenciagdo do epitélio glandular em
ratas. Adicionalmente, a expressdo de WNT5A ja foi identificada no epitélio luminal, e

glandular do endométrio murino, apds tratamento com E2 (HOU et al., 2004), no estroma
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endometrial humano, em ambas as fases, proliferativa e secretora do ciclo menstrual (TULAC
et al., 2003), enquanto que em ovelhas, verificou-se abundante expressdo de WNT5A no
estrato compacto entre 10° e 20° dia de prenhez (HAYASHI et al., 2007).

Além disso, a WNT5A também pode estar envolvida a processos inerentes a atividade
da enzima relacionada ao metabolismo, e transporte de lipidios no utero bovino (LPL), que
nesse estudo, teve a expressdo aumentada, tanto no corno contra quanto ipsolateral com DIB e
AFTV4 (Figura 25). Terrand et al. (2009) reportaram que ao induzirem a expressdo da
WNT5A, em fibroblastos embrionarios murinos, anteriormente silenciados para esse gene,
acarretou em aumento na atividade da LPL. Maiores concentragdes de P4, em um ambiente
com foliculos dominantes de menor didmetro, resultaram em um aumento na expressao
relativa de LPL, no endométrio de ambos 0s cornos uterinos. No corno contralateral, a atuacao
das diferentes concentracdes de E2, resultantes de animais submetidos a AFTV em diferentes
dias, associada ou ndo a presenca do DIB, foram mais visiveis. Enquanto que no corno
ipsolateral, o efeito do DIB no aumento da expressdo do LPL, foi mais perceptivel, ja que as
diferencas aconteceram em condicbes de AFTV4 (Figura 25).

O aumento da expressdo de LPL, em maiores concentracbes de P4 associado a
menores didmetros foliculares, pode favorecer o aproveitamento lipidico no ambiente uterino,
tanto pelas células uterinas, quanto por celulas embrionarias. Ja que a LPL tem um papel
crucial em varios aspectos do metabolismo lipidico, hidrolisando triglicerideos transportados
a partir de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e quilomicrons, tornando os acidos
graxos disponiveis para a absorcao em varios tecidos (NILSSON-EHLE et al., 1980).

A utilizacdo de &cidos graxos, até o estadio de blastocisto em bovinos, foi evidenciada
tanto in vitro quanto in vivo (FERGUSON; LEESE, 2006). Forde et al. (2011) documentaram
gue maiores concentracdes de P4, resultaram em um aumento na expressao de LPL, no sétimo
dia apds a ovulacdo, diminui no inicio do alongamento embrionario. A localizacdo de LPL no
epitélio glandular de vacas nos dias 5 e 7 ap6s o estro, sugere maior disponibilidade de &cidos
graxos no limen uterino, para o embrido em estadios de desenvolvimento precoce (FORDE et
al., 2010). Iverius, Brunzell (1988) reportaram que maiores concentracGes de estrégeno
diminuem a atividade da LPL em ratos e mulheres.

Outro gene também envolvido na codificacdo de proteinas, responsaveis pelo
transporte e metabolismo de nutrientes no endométrio, que também teve sua transcricdo
alterada, foi o solute carrier family 2 member 1 (SLC2A1) (Figuras 26 e 27), no endométrio

de vacas ciclicas, essa proteina possui grande afinidade para o transporte de glicose, tendo a
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sua expressdo alterada de acordo com as concentracbes dos hormoénios ovarianos
(FROVOLA; MOLEY, 2011). A glicose é caracterizada por ser uma molécula polar,
composta por seis atomos de carbono, servindo como substrato para a producdo de energia
quanto para sintese de moléculas complexas. No interior celular, apds ser fosforilada a
glicose-6-fosfato € direcionada para a producdo de ATP, NADPH, glicosamina-6-fosfato,
glutamato e glicogénio (RIEGER; LOSKUTOFF; BETTERIDGE, 1992). Por ser insoltvel na
membrana plasmatica, o transporte de glicose é dependente da presenca de proteinas
transportadoras especificas presentes na superficie celular (ULDRY; THORENS, 2004).

O SLC2AL1 destaca-se como um dos principais carreadores desta molécula no trato
reprodutivo feminino em bovinos, tendo tanto o seu gene, quanto sua proteina, reportados no
endométrio de vacas Nelore ciclicas. Araujo et al. (2015) verificaram maior abundéncia de
transcritos para 0 SLC2A1 em vacas Nelore, com maiores concentracGes de E2 pré-ovulatério
e P4 pobs-ovulatéria, em relacdo aos animais com menores concentragdes desses hormaonios.
Enquanto que Franca et al. (2015), trabalhando também com vacas Nelore, utilizando vacas
em condicdes fisiologicas semelhantes as vacas utilizadas por Aradjo et al. (2015),
verificaram um aumento na abundancia proteica de SCLC2A1, no endométrio de vacas com
maiores concentracBes plasmaticas desses esteroides ovarianos.

A auséncia de DIB e presenca de AFTV4 aumentou a expressdo deste gene, em
relacdo as demais condi¢des hormonais (Figura 26). Além disso, no endométrio das novilhas
pré-puberes, a expressdo relativa do SLC2A1 foi maior no corno ipsolateral, em relacdo a
AFTV1, no corno contralateral (Figura 27). Estes achados possivelmente evidenciam as
diferencas na utilizacdo desses transportadores no endométrio, para suprir a exigéncias de
glicose, para o metabolismo celular, e composicdo quimica de algumas moléculas. Um
exemplo é a expressdo de genes codificadores de glicoproteinas, que aumentou em baixas
concentracdes de P4 e menor diametro de foliculo dominante. Dentre eles, destacam-se
MUC1 (Figura 23), WANTS5A (Figura 24).

Enquanto que maiores quantidades de SLC2A1, no corno ipsolateral, podem estar
relacionada tanto a constituicdo molecular de proteinas, como também ao metabolismo celular
do endométrio, e ao suporte energético para o embrido, em fases precoces de
desenvolvimento, tornando-se um indicador positivo de potencial desenvolvimento do
concepto. De acordo com Fleming et al. (2004) variaveis relacionadas ao desenvolvimento
embrionario, estdo relacionadas com a atividade fisioldgica do endométrio e ao crescimento

futuro do embrido. No Utero, a glicose depende do SLC2AL1 para ser transpostada para o
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limen uterino, visto as células endometriais, e embrionarias ndo tem capacidade
gliconeogénica (LEESE et al., 1984; MOLEY et al., 1998). De acordo com KIM et al.,
(1993), desde as primeiras clivagens, até a blastulacdo, o piruvato é o substrato de maior
importancia para o desenvolvimento do concepto. A patir da fase de blastula, a glicose torna-
se a principal fonte de energia (LEESE; BARTON, 1984; KIM et al., 1993). Distirbios
nutricionais durante o inicio das divisdes celulares do embrido, podem afetar todo o
desenvolvimento do concepto (FLEMING et al., 2004).

Nesse estudo, o DIB aumentou a expressdo do gene codificador da SERPINA14
(Figura 28). Da mesma forma, a expresséo relativa deste gene foi maior no corno ipsolateral,
em relacdo ao corno contralateral (Figura 29). Essas condigfes hormonais e anatdmicas
comportam-se como um bom indicador da receptividade uterina em novilhas Nelore pré-
puberes, visto a importdncia da SERPINA14 na nutricdio precoce do embrido.
Adicionalmente, a SERPINA14 pode favorecer um ambiente imunologicamente mais
adequado para os espermatozoides vindos do Iimen uterino para o oviduto, e para 0 embrido,
vindo do oviduto para a 0 corno uterino.

E importante ressaltar, a possibilidade de acdes rapidas ou ndo gendmicas mediadas
pela P4, através do PGRMC1 (Figura 14) e PGRMC2 (Figura 16) sobre os efeitos gerais e
locais desse horménio sobre a expressdo da SERPINA14. Aradjo et al. (2015) verificaram
maior abundancia de transcritos para 0 SERPINA14 em vacas Nelore com maior concentragéo
de E2 pre-ovulatério e P4 pos-ovulatoria. Além disso, esses autores verificaram um amento na
expressao de SERPINA14, na regido anterior do corno uterino ipsolateral ao corpo ldteo.

A administracdo de P4 exdgena aumentou a expressdo de SERPINA14, em ovelhas
ovariectomizadas em relacdo a ovelhas também ovariectomizadas, tratadas com E2 associado
a P4 em longo prazo (SPENCER et al., 1999). A sintese e excrecdo do histotrofo pelo
endomeétrio é crucial tanto como fluido nutritivo, como também serve de meio de sinalizacédo
entre a mée e o0 concepto, via sinalizagcdo molecular.

A SERPINA14 foi descrita como a proteina mais abundante no Gtero de ruminantes
durante a prenhez (SEGERSON; BAZER, 1989). Além da funcdo nutricional em ruminantes,
a SERPINA14 atua também na regulagdo do sistema imunoldgico, prevenindo a rejei¢cdo do
concepto pela mae, inibindo a proliferacdo de linfocitos, regulando a funcdo das células
natural Killer e no transporte de imunoglobulinas (ULBRICH et al., 2009; PADUA;
HANSEN, 2010; LEGARD; MEIER; PETERSON, 2011). Ainda, a SERPINA 14 tem sido

descrita como um bom marcador de fertilidade e da capacidade secretoria para o endométrio
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de ruminantes (SPENCER; BAZER, 2004; KHATIB et al., 2009; LEDGARD; MEIER,;
PETERSON, 2011).

Outro indicador de receptividade uterina avaliado nesse estudo foi o receptor de
ocitocina (OXTR), o qual teve a sua expressdo aumentada, em baixas concentracfes de P4
plasmética no corno contralateral (Figura 30), comportando-se como uma evidéncia nao
receptiva nessas condigdes. A regulacdo do OXTR ocorre através do balanco das
concentracdes de E2 e P4 (ROBINSON et al., 2001). Em vacas, a expressdao dos OXTR ¢é
altamente correlacionada a expressdo dos receptores de estradiol, sendo maior durante o
proestro e estro do que durante a fase luteal (ROBINSON et al., 2001).

As estratégias hormonais adotadas no presente estudo ndo foram capazes de modular
significativamente a abundancia de transcritos referentes aos genes: ESR2 (Figura 7), GPER
(Figura 8), PGR2 (Figura 11), IGFR2 (Figura 31), LTF (Figura 32) e MMP2 (Figura 33).
Entretanto em estudos anteriores, os esteroides ovarianos foram capazes de alterar a
modulacdo desses genes no endométrio de outras espécies, inclusive em vacas ciclicas
(ULBRICH et al., 2011; CHENG et al., 2011; SANDEN et al., 2011; YANG et al., 2011;
ARAUJO et al, 2015; SPONCHIADO, 2015).
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6. CONCLUSOES

O uso de implante de liberacdo sustentada de progesterona em novilhas Nelore pré-
puberes aumentou a transcricdo dos receptores de progesterona componentes de membrana 1
e 2; favoreceu as vias génicas relacionadas a atividade secretoria, verificado pelo aumento da
transcricdo do gene codificador da SERPINA14; modulou as vias relacionadas a homeostase
hidrica, regulando a expressdo de AQP4, além de aumentar codificacdo de LPL, enzima
relacionada ao metabolismo lipidico no endométrio.

Maiores didmetros foliculos dominantes favoreceram as vias relacionadas a
proliferacdo celular mediada através do ESR1 e EGFR no corno ipsolateral. Em contrapartida,
diametros foliculares menores desfavoreceram a receptividade uterina no corno contralateral,
em funcéo da maior expressdao de MUCL.

Estes achados confirmam a modulagcdo dos receptores de esteroides ovarianos
intracelulares e de membrana, e de seus genes alvos no endométrio de novilhas Nelore pré-
puberes, sobre influéncia do uso de dispositivo de liberacdo sustentada de progesterona e dia
da aspiracdo folicular transvaginal. Sendo este arcabouco molecular, dependente das
concentragfes plasmaticas de progesterona, associado ou ndo ao tamanho do didmetro
folicular, como também, das interagBes desses horménios, com a localizacdo anatdbmica do

corno uterino em relacdo ao foliculo dominante.
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