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RESUMO

O estudo das interagdes hormonais que definem o sucesso no processo de ovulacdo e
concepgdo em mamiferos sdo pontos-chave para entender os eventos que controlam a
reproducédo e também no desenvolvimento de novos métodos e técnicas que visam aumentar a
produtividade de animais de interesse zootécnico. Em mamiferos, a prostaglandina E,(PGE)
atua em diversos tecidos e diferentes processos bioldgicos, servindo também como mediadora
de eventos envolvidos na ovulacdo e na maturacdo de odcitos. Entretanto, ainda ndo existem
estudos utilizando a PGE, como indutor de ovulacdo em mamiferos pré-puberes. O objetivo
dessa dissertagcdo foi estudar os efeitos da PGE, no tecido ovariano e, experimentalmente,
avaliar o efeito da PGE; na ovulacdo de camundongas pré-puberes. Dessa forma, a primeira
parte da dissertagdo contempla uma revisdo bibliogréfica acerca da participacdo das
prostaglandinas nos diferentes eventos ovarianos e a segunda parte esta descrita, em forma de
artigo, sobre as atividades experimentais realizadas durante o mestrado. Estes estudos foram
realizados para testar a hipdtese de que a PGE; injetavel induz a ovulagdo em camundongas
pré-plberes. Para tanto, 3 estudos foram realizados. No primeiro estudo, foram utilizadas
camundongas BALB/c pré-puberes, tratadas com 5 Ul de eCG, intraperitoneal (i.p.), no Dia 0.
No Dia 2, as camundongas foram divididas aleatoriamente em 3 grupos, para receberem via
i.p.: 0.5 mL de PBS (n=31), 5ug de GnRH (n=32)e 25 ug de PGE;, (n=33). No Dia 3, as
camundongas foram mortas e os ovidutos foram coletados para contagem de odcitos por meio
da lupa estereomicroscopica. A proporcdo de camundongas que ovularam e o nimero de
odcitos ovulados foi maior no grupo GnRH em comparacdo com fémeas que receberam PBS
e PGE; (P=0.001). No estudo 2, foi realizado um experimento piloto de dose-resposta para
definir a concentracdo de PGE,capaz de induzir ovulacdo. Foram utilizadas camundongas
BALB/c pré-puberestratadas de forma similar ao estudo 1, entretanto, no Dia 2
foramseparadas aleatorimamente entre seis grupos para receberem: 0.5 mL de PBS (n=3), 5
ug de GnRH (n=3), 25 ug de PGE; (n=3), 50 ug de PGE; (n=3), 150 ug de PGE; (n=3), 250
ug de PGE; (n=3). N&o houve diferenca no nimero de camundongos fémeas que ovularam e
0 numero de odcitos ovulados nas fémeas tratadas com GnRH e 250 pg de PGE,, e ambos 0s
grupos apresentaram diferencas em relagcdo ao grupo PBS (P<0.001). O estudo 3 foi realizado
para comparar a melhor dose-resposta de PGE,, obtida no estudo 2, com o GnRH. Neste
estudo foram utilizadas camundongas BALB/c pré-puberes, que foram tratadas de forma
similar ao estudo 1, entretanto, no Dia 2 foram separadas aleatorimamente para receberem:
0.5 mL de PBS (n=18), 5 pg de GnRH (n=16) e 250 pg de PGE;, (n=16). A proporcao de
camundongas que ovularam e o namero de odcitos ovulados foi maiornas fémeas tratadas
com GnRH e PGE; quando comparado com aquelas que receberam o tratamento com
PBS(P=0.001). Os resultados destes estudos demonstram que a PGE; na dose de 250 ug induz
a ovulacdo em camundongas pré-puberes.

Palavras-chave: Murinos, Ovulagdo, Prostaglandina.



ABSTRACT

The study of hormonal interactions that determine the success of ovulation and conception
processes in mammals are key points to betterunderst the events that controls reproduction
and to develop methods that increase animal livestock production. In mammals, prostaglandin
E, acts in several tissues and in different biological processes, as mediator of some
periovulatory events and oocyte maturation. However, there are no studies using
prostaglandin E, as ovulatory inducer in prepubertal mammals. Therefore, the objective of
this master of science’s thesis was to study the effect of PGE, in the ovarian tissue and,
experimentally, evaluate the effect of PGE2 in the ovulation process. Therefore, the first part
of this master of science’sthesis relies on the role of prostaglandins in the different ovarian
events. The second part describes the experimental activities performed during the master of
science period. The hypothesis tested was that the PGE, induces ovulation in prepubertal
mice. For that purpose, three studies were performed. In Studyl, pre-pubertal BALC/c mice
were treated with intraperitoneal (i.p) eCG, on day 0. On day 2, the mice were ramdomly
separated into 3 groups: PBS (n=31);GnRH (n=32); and 25 ug of PGE;, (n=33). On day 3, the
mice were killed and the oviducts were collected for the oocyte count. The proportion of
ovulated mice was greater in the GnRH group than in females of PBS and PGE2 groups
(P<0.001). In the Study 2, a pilot study was performed to evaluate the effect of different doses
of prostaglandin E, (PGE,) on the ovulation of prepubertal female mice. Eighteen In BALB/c
prepubertal mice were treated with 5 1U of intraperitoneal (i.p.) eCG on day 0. On day 2, the
mice were randomly distributed into 6 groups for the i.p. administration of: 1) 0.5 mL of PBS
(n=3), 2) 5 pg of GnRH (n=3), 3) 25 pg of PGE; (n=3), 4) 50 pg of PGE; (n=3), 5) 150 ug of
PGE; (n=3) e 6) 250 pg of PGE; (n=3).There were no difference in the number of ovulated
mice and number of ovulated oocyte in the females treated with GnRH and 250 pg de PGE;,
and both groups showed differences in comparison with PBS group (P<0.001).In the Studys3,
the prepubertal BALB/c mice were ramdomly distributed into PBS (n=18), GnRH (n=16) and
250 pg of PGE; (n=16) groups. Females were treated similarly as in Experiment 1, except the
animals from the PGE; group that received 250 ug of i.p. PGE,. There were no difference in
the number of ovulated mice and number of ovulated oocyte in the females treated with
GnRH and PGE2, and both groups were greater than PBS group (P<0.001). The results
demonstrated that dose of 250 pg of PGE; induces the ovulation in pre pubertal female mice.

Keywords: Mice, ovulation, prostaglandin.
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INTRODUCAO

A pecuaria bovina brasileira possui dois segmentos que impactam significativamente a
economia: a cadeia produtiva da carne e do leite. A bovinocultura tem grande importancia
social e econémica para uma determinada regido, pois além de fornecer alimentos aos seus
habitantes, também é responsavel por gerar empregos e renda. O Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) relatou que em 2015 o Valor Bruto de Producéo (VBP) da
pecuaria bovina no Brasil foi de R$ 73,8 bilhdes, atrds apenas do complexo soja, na qual seu
VBP chegou a R$ 106,4 bilhdes no mesmo periodo. Este valor mostra a importancia social e
econémica destes dois segmentos da bovinocultura no pais.

Atualmente, apesar de o Brasil possuir o segundo maior rebanho bovino do mundo
com cerca de 215,2 milhdes cabecas, ele dispde do maior rebanho comercial mundial
(MAPA, 2016; ANUALPEC, 2016).A pecuéria de corte se destaca como 0 segundo maior
produtor de carne do mundo e maior exportador mundial, produzindo 8.358.976 toneladas de
carne bovina em 2015, dos quais cerca de 1,6 milhGes de toneladas de carne industrializada e
in natura foram destinadas ao mercado externo (MAPA 2014; ANUALPEC, 2016).
Conforme dados da ABIEC (2016), no ano de 2016, o Brasil exportou carne bovina para 133
paises. Quanto a producéo de leite, o Brasil foi responsavel por produzir cerca de 24 bilhdes
de litros em 2015, ocupando a sexta posicdo no ranking mundial, com tendéncia de
crescimento nos proximos anos (MAPA, 2014; ANUALPEC, 2016). Apesar do grande
volume de producdo, o rebanho brasileiro é caracterizado por baixa produtividade. O Brasil,
ainda, possui 0 segundo maior rebanho leiteiro do mundo, com cerca de 40 milhdes de
cabecas, apresentando aproximadamente 17 milhdes de vacas leiteiras secas ou em lactagéo.
Isso significa que a produtividade do rebanho nacional € de 5,3 litros/vaca/dia, considerando
um periodo de lactacdo de 270 dias (ANUALPEC, 2016).

Rondénia, com mais de 13 milhdes de cabecas de bovinos (IDARON, 2015), se
destaca como o sétimo estado com o maior rebanho. Na regido Norte é o maior produtor de
leite e 0 segundo maior produtor de carne bovina, ficando atrds somente do Pard. O rebanho
rondoniense produziu cerca de 1 bilhdo de litros de leite e, aproximadamente, 379 mil
toneladas de carne em 2015, sendo responsavel por 53,01% e 25,64% da producdo de leite e
carne, respectivamente, na regido Norte nesse mesmo periodo (ANUALPEC, 2016). Além de
ser 0 estado com a oitava maior producdo de carne bovina do pais, € o quinto maior
exportador de carne do Brasil (EMATER, 2016).
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Apesar disso, a eficiéncia produtiva do rebanho vem trazendo grande preocupacao,
principalmente agora, em que a busca por praticas sustentaveis tém impulsionado
pesquisadores a desenvolverem tecnologias que permitam produzir cada vez mais em menores
extensdes de terra e com menos insumos. Neste sentido, para se obter uma maior eficiéncia
reprodutiva é necessario investir em sistemas de producdo mais tecnificados, especialmente
aqueles que empregam biotécnicas da reproducdo como a producgdo in vitro de embriGes
(PIVE) e a inseminacéo artificial (IA) associado ao controle farmacolégico do ciclo estral
(NEVES et al., 2010).

Neste ambito, em sistemas de producdo animal, a busca de moléculas mais eficientes
que atuam em processos bioldgicos imprescindiveis para 0 sucesso reprodutivo estdo sendo
objeto de estudo de varios grupos de pesquisa. O estudo aprofundado dos processos
bioldgicos que estdo envolvidos nos eventos de ovulacdo e concepgdo pode representar o
primeiro passo para o desenvolvimento e validacdo de produtos que podem incidir
positivamente nos indices de producdo. Dentre as alternativas que podem ser estudadas, as
prostaglandinas (PGs) representam moléculas de grande interesse, pois possuem diversas
funces bioldgicas nos tecidos reprodutivos (WEEMS et al., 2006).

Todos os prostanoides (compreendendo as prostaglandinas, prostaciclinas, e
tromboxanos) atuam de forma autdcrina e paracrina em diferentes 6rgéos e tecidos (SMITH,
1992; WEEMS et al., 2006). Sdo mediadores lipidicos, de meia vida curta,que modulam ou
medeiam varios processos fisioldgicos e patoldgicos por meio de receptores de superficie
presentes na célula alvo. Suas funcGes se destacam por atuarem nos processos de homeostase,
agindo também no balango hidrico e filtracdo glomerular, protecdo gastrica, ovulacgdo,
implantacdo e desenvolvimento embrionario, no parto, como também nos processos
inflamatdrios e resposta imunologica (BREYER et al., 1996; HARRIS et al., 2002; WEEMS
et al., 2006; MOREIRA, 2007). Além disso, as enzimas COX-1 e COX-2 servem como
enzimas marca-passo na producao das PGs (DUFFY; STOUFFER, 2001). As prostaglandinas
E, e Foa (PGE; e PGF,a) atuam por meio dos receptores acoplados a proteina G designados
EP (EP1-EP4) e FP (FPa e FPg), respectivamente (AROSH et al., 2004). A nivel ovariano,
Tsai et al., (1996) identificaram transcritos de RNAm para receptores FP e EP3 nas células da
teca e granulosa em bovinos. Em camundongos, a delecdo genética de receptores EP2 para
PGE_, reduz o nimero de descentes, sugerindo que a PGE;, é uma PG de grande importancia
para a ovulacdo nestes animais (KENNEDY et al., 1999; SUGIMOTO et al., 1997).
Similarmente, em ovinos a PGF,a parece ser uma PG necessaria para o processo ovulatorio

(MURDOCH et al., 1986). Além disso, ja foi demonstrada a presenca de receptores EP e FP
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em células da teca e granulosa de foliculos pré-ovulatérios coletados apds tratamento com
GnRH, sugerindo a atuagdo local dessas PGs na cascata ovulatoria de bovinos (BRIDGES;
FORTUNE, 2007).

Apesar das evidéncias de que a PGE; atua ativamente na ovulacdo, ndo se sabe se essa
molécula, em solugdes injetaveis, pode ser usada como indutor de ovulagdo em animais de
interesse comercial. Inicialmente, para obter informac6es sobre o efeito da PGE,como indutor
de ovulacéo, estudos devem ser realizados em cobaias (camundongos, por exemplo) devido a
fatores econdmicos. Cobaias sdo 6timos modelos experimentais e servem a esses propositos,
pois sdo de pequeno porte, de simples manipulacdo, doceis, de facil alimentacdo, ocupam
pouco espaco, possuem alta capacidade reprodutiva e umpequeno periodo de gestacao,
permitindo que os estudos sejam realizados em um curto periodo de tempo. Dessa forma,
camundongos sdo cobaias que podem ser utilizados de forma eficiente para avaliar, de forma
inicial, se a PGE; pode induzir a ovulacdo em mamiferos.

Baseado nestas consideracdes, os estudos realizados nesta dissertacdo foram efetuados
para avaliar a eficiéncia da PGE; injetavel na inducdo da ovulacdo de camundongas pré-
puUberes. Para isso, foram realizados trés estudos, durante o periodo de fevereiro a novembro
de 2016, utilizando a PGE, como indutor de ovulacdo em fémeas de camundongos pré-
puberes. Os estudos estdo disponibilizados em um artigo cientifico, que sera submetido para

publicacéo.
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1. OBJETIVOS

1.1. GERAL

Estudar os efeitos da prostaglandina E, injetavel na indugdo da ovulacdo de

camundongas pré-puberes.

1.2. ESPECIFICOS

1. Avaliar a ovulacdo de camundongas pré-puberes tratadas com PBS, GnRH e PGE;;

2. Quantificar o nimero de od6citos ovulados em camundongas pré-puberes tratadas
com PBS, GnRH e PGE;;

3. Avaliar o efeito de diferentes doses de PGE, na inducdo de ovulacdo em

camundongas pré-paberes.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. BUSCA DE NOVAS MOLECULAS INDUTORAS DE OVULACAO EM
BOVINOS

O aumento da eficiéncia na pecuaria dentro do sistema de producdo vem solicitando
novos conhecimentos técnicos e cientificos, onde diversas instituicdes estdo exercendo um
papel de grande importancia na busca de resultados referentes ao aumento da producéo
animal. As biotecnologias da reproducdo animal vém atuando diretamente neste processo,
tanto para aumentar a eficiéncia do sistema de producdo, por serem ferramentas de estudo e
pesquisa, como também para ampliar o niUmero de animais de alto valor genético (PAULA et
al., 2008).

Neste ambito, o controle exdgeno do ciclo estral de animais utilizados na IATF
(Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo) e na sincronizacdo de receptoras de embriGes em
rebanhos de corte e leite no Brasil é amplamente utilizado. Apesar dos grandes beneficios
zootécnicos desses programas, alguns dos farmacos que sdo utilizados nesses tratamentos
ainda sdo motivos de amplas discussdes, principalmente quando se refere a seguranca
alimentar dos seres humanos que ingerem alimentos derivados dos animais tratados com estes
produtos (CASTRO, 2015).Muitos destes tratamentos utilizam os ésteres de estradiol
(Benzoato, Valerato e Cipionato de estradiol) em associacdo a outros farmacos para induzir
crescimento de onda folicular ovariana e também ovulacdo de foliculos dominantes de forma
sincronizada (BO et al., 1995). Muitos paises optam pelo uso destes ésteres de estradiol por
possuirem alta eficiéncia e baixo custo; e quando a administracdo ocorre em associa¢do a
progestagenos, resultam em um aceitavel desenvolvimento folicular e taxa de fertilidade (BO
etal., 1994; BO et al., 1995).

Por outro lado, existem diversas regulamentagfes internacionais que relatam o uso
destes farmacos relacionado ao seu potencial efeito toxico sobre a satde publica. O conselho
diretivo 96/22/EC de 29 de abril de 1996, da Unido Européia determinou a proibicdo da
administracdo de substancias que possuam efeito hormonal ou de substancias [-agonistas na
criagdo de animais, sendo permitido seu uso apenas em algumas aplica¢Oes terapéuticas e
zootécnicas (COMINIDADE EUROPEIA, 1996). Entretanto, em 2008, a publicagdo da
Diretiva n° 2008/97/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho, em 19 de novembro, proibe a

administracdo do estradiol e seus ésteres em animais de todas as espécies, para assegurar 0
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bem-estar animal e a saude humana, com base no comité cientifico “Veterinary Measures
relating to Public Health” (SCVPH) de 30 de abril de 1999 que apontou um grande nimero de
evidencias que sugeriam que o estradiol-173 deveria ser considerado como um agente
carcinogeénico, por apresentar efeito como iniciador e promotor do crescimento de tumores,
principalmente os relacionados ao cancer de mama em humanos decorrentes dos residuos
hormonais presentes nos alimentos derivados dos animais tratados com este composto. A
proibicdo da utilizacdo desses ésteres se fez permanente em alguns paises visto que ja existem
produtos alternativos eficazes disponiveis (como os analogos do hormonio liberador de
gonadotrofinas — GnRH, hormonio lutenizante — LH e gonadotrofina coriénica humana -
hCG) que séo utilizados na criacdo de animais para producdo de alimentos sem produzir
impactos na criacdo e na seguranca animal e humana (COMUNIDADE EUROPEIA, 2008).
Neste contexto, no intuito de garantir melhor seguranca de alimentos e,
consequentemente, a salde dos consumidores, é necessario que busquemos moléculas cada
vez mais sustentaveis e sem poder residual quando administradas em animais de interesse
zootécnico que sdo submetidos aos protocolos de inducdo de ovulacdo. Isso contribui para o
fornecimento de produtos seguros e de qualidade, reduzindo riscos ao meio ambiente e com

menores custos, resultando em impactos positivos na cadeia produtiva em longo prazo.

2.2. PROSTAGLANDINAS

A farmacodinamica das prostaglandinas foram primeiramente descobertas mediante a
observacdo de uma tira de Utero humano que reagia por meio de fortes contracfes ou
relaxamento quando em contato com o sémen humano fresco (KURZROK; LIEB, 1930).
Ap0s varios experimentos, a “substancia P” foi inicialmente isolada de extratos de fluidos
seminais das glandulas sexuais masculinas de humanos e de certos animais que continham
lipidios, se observou que esta acdo estava associada a fragcdes contendo acidos lipossoluveis.
Entdo, Euler (1935),nomeia a substdncia ativa de ‘“prostaglandina”, acreditando,
erroneamente, que sua sintese estava associada exclusivamente como parte das secre¢Ges da
prostata (EULER, 1935, 1936, 1939).

Alguns anos depois, Bergstrom e Sjovall (1957) fizeram o isolamento das
prostaglandinas (PGE; e PGF,a) na forma pura cristalina a partir da glandula vesicular de
carneiros para observacdo dos efeitos bioldgicos destes dois compostos sobre a pressao
arterial de coelhos e em Vvérias preparacbes de musculo liso de diferentes
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espécies(BERGSTROM et al., 1959). Tempos depois, foi elucidada a estrutura quimica das
prostaglandinas (BERGSTROM et al., 1962).

Quimicamente, todas as prostaglandinas fazem parte do grupo dos eicosanoides
derivadas do acido graxo que apresentam 20 atomos de carbono e exibem em sua estrutura
basica o &cido prostanoico, o acido araquidonico (AA). Grande parte das prostaglandinas
(PGF0, PGI,, PGE;) possuem ligacdes duplas nos carbonos 5-6 e 13-14, porém a PGE; tem
apenas uma ligacdo nos carbonos 13-14 e € derivada do acido di-homo-x-linoleico. Um grupo
OH no carbono 15 e as duplas ligagbes nos atomos de carbonos 13-14 sdo essenciais para a
atividade bioldgica destas moléculas (BERGSTROM et al., 1968; RAMWELL et al., 1977;
WEEMS et al., 2006).

O primeiro passo para a biossintese das prostaglandinas ocorre pela liberacdo ou
mobilizacdo do AA da posicdo Sn-2 da membrana fosfolipidica por uma ou mais lipases da
familia da fosfolipase A, (FLA,) por hidrdlise (DENNIS, 1983; KATZUNG et al., 2014),
sendo dependente da presenca de sais de calcio (Ca**)no espaco intracelular para sua ativacéo
e controle(DENNIS, 1983; SMITH, 1992; DENNIS, 1994). As FLA; estdo distribuidas em
grupos que intercedem a liberacdo de AA da membrana lipidica, e compreendem: FLA;
secretoras (SFLA,), FLA; citosélicas (CFLA), a FLA, independente de Ca®* (iFLAy), as
acetil-hidrolases do fator ativador de plaquetas (PAF-AH), FLAlisossomais (LFLA;) e FLA;
adiposa (AdFLA2)(MURAKAMI et al., 1997; DENNIS et al., 2011; KATZUNG et al., 2014;
DENNIS, 2015).A atividade catalitica dessas enzimas é formada por uma diade ou triade de
aminodcidos, constituindo: Serina (Ser), Histidina (His) e/ou Acido aspartico (Asp), sendo
dependentes ou ndo de Ca** e uma molécula de H,O para atividade catalitica (DENNIS et al.,
2011).

Atualmente, com o progresso da biologia celular e molecular foram identificadas
diversas outras isoenzimas para FLA,. Hoje, as FLA, sdo subdivididas em 16 grupos (I ao
XVI) com base em sua localizagdo na célula, sua sequéncia de aminoacidos, peso molecular,
pontes dissulfeto intramoleculares e a dependéncia de Ca®* para atividade
enziméatica(BALSINDE et al., 2002; DENNIS et al., 2011).0 AA formado através a acdo da
fosfolipase A, é metabolizado por diversos complexos enzimaticos, que compreendem as
ciclooxigenases, as lipoxigenases e o citocromo P450. Estas enzimas formam produtos
denominados de eicosanoides, que inclui os prostanoides, os leucotrienos (LTs), os acidos
hidroperoxieicosotetraenoicos (HPETE) e hidroxieicosatetraenoicos (HETE), os acidos
epoxieicosatrienoicos (EET), entre varios outros produtos (MOREIRA, 2007; KATZUNG et
al., 2014).
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Apos a acdo da FLA; para a mobilizacdo do AA, entra outro mecanismo enzimatico, o
das ciclooxigenases (COX) que reage com duas moléculas de oxigénio (O,) e forma o
endoperoxido prostaglandina G, (PGG,) e uma reacdo de peroxidase, que reduz o grupo 15-
hidropéroxi e forma a prostaglandina H, (PGH,). Por serem intermediarios muito instaveis,
rapidamente sofrem a acdo de sintases especificas, dando origem a uma diversidade de
eicosanoides, como as prostaglandinas das séries E, D, e F, além das prostaciclinas (PGI,) e
tromboxanos (TXA;) (HARRIS et al., 2002; MOREIRA, 2007).

A via das ciclooxigenases foi a primeira a ser descoberta entre as rotas metabolicas do
acido araquidonico, e nela estd envolvida a enzima (COX), também denominada como
prostaglandina endoperdxido sintetase ou prostaglandina G/H sintetase (STRYER, 1992;
VANE et al., 1998). Foi purificada pela primeira vez no ano de 1976 e clonada em 1988,
sendo a enzima principal para a conversdo do acido araquiddnico em prostaglandinas (VANE
et al., 1998).

A COX apresenta duas principais isoformas distintas, sendo referidas como COX-1 e
COX-2. A COX-1 é constitutivamente expressa em quase todos os tecidos, incluindo o ovario
e tecidos reprodutivos, e é responsavel pela formacdo dos prostanoides em condicdes
fisiologicas, porém, ndo esta regulada em resposta ao aumento de LH ou pela administracao
de hCG (HEDIN et al., 1987; WONG et al., 1991;KNOBIL; NEILL’S, 2006). No entanto, a
COX-2 é induzivel, estando presente nas lesdes inflamatorias, controle do crescimento
celular, ovulacdo, parto, entre outros (VANE et al., 1998; WEENS et al., 2006). No ovario,
esta isoforma se expressa nas células da granulosa e células do cumulus de o6citos somente
apos o0 aumento das concentracdes de LH/hCG, sendo indetectavel em foliculos que ainda ndo
tiveram estimulo para ovular (SIROIS et al., 1992; RICHARS, 1997; JOYCE et al., 2001;
KNOBIL; NEILL’S, 2006).

Quanto a COX-2, transcritos RNAm e proteinas para esta enzima tem sido detectados
em foliculos pré-ovulatorios, estando presente nas células da granulosa de diferentes espécies,
como em ratos (SIROIS et al., 1992), camundongos (TAKAHASHI et al., 2006), bovinos
(LIU et al., 1997), equinos (SIROIS; DORE, 1997) e humanos (BEM-AMI et al., 2006).
Richards (1997) relatou que altas concentragdes de gonadotrofinas induziram a expressao de
COX-2 nas células da granulosa, diferentemente da COX-1, que apresentou niveis baixos ou
indetectaveis. No fluido folicular de bovinos, o aumento nas concentracfes de PGE; e PGF,a.
foram associados a dindmica da expressdo de COX-2 nas células da granulosa, logo ap6s o
pico de LH ou da administracdo de hCG (SIROIS, 1994; LIU et al., 1997). Barreta (2008)

demonstrou através do sistema de co-cultivo in vitro de odcitos e foliculos bovinos, que o
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reinicio da meiose em od6citos induzida pela angiotensina Il é dependente da producdo de
ciclooxigenases pelas células foliculares e que as prostaglandinas E; e F,a também atuaram no
reinicio da meiose, mostrando que a sintese de prostaglandinas via COX-2 é imprescindivel
na fase final da diferenciacdo folicular e maturacdo nuclear do odcito.

A regulagdo da COX-2 ocorre por uma vasta quantidade de mediadores que estéo
envolvidos na inflamacdo, considerando os lipopolissacarideos, citocinas e fatores de
crescimento como o epidérmico (EGF) e derivado de plaqueta (PDGF) (DIAZ et al., 1992;
LYONS-GIORDANO et al., 1993; CHEPENIK et al., 1994; HINZ; BRUNE, 2001), fatores
mitdgenicos (XIE, et al., 1991), e em resposta a gonadotrofinas (LIU et al., 1997). No caso
das citocinas, elas possuem grande importancia durante a ovulagcdo, sendo secretadas por
leucdcitos migratorios e/ou pelas préprias células dos foliculos ovulatérios; incluindo a 1L-1,
TNF-a e fatores estimulantes de colénias (CFS) (HUNTER, 2003). Khan et al (1998) relaram
concentragdes relativamente altas de IL-1 no fluido folicular de humanos, e Brannstrom et al.
(1994) mostraram a bioatividade da IL-1 durante a ovulacdo em ovarios de ratos, sendo sua
expressdo induzida pelo LH. A expressdo de RNAm para IL-1 também aumentou nos
ovarios de ratos e humanos, principalmente nas regido das células da teca e granulosa,
momentos antes da ovulacdo (HURWITZ et al., 1991; HURWITZ et al., 1992). Foliculos pré-
ovulatérios de ratas imaturas incubados com IL-1 e TNF-a por vinte e quatro horas,
estimularam a producdo de PGE, e PGF,0, bem como a producdo de progesterona
(BRANSTROM et al., 1993)

2.2.1. Prostaglandinas na reproducgéo

As prostaglandinas sdo moléculas organicas muito potentes que atuam em uma
enorme variedade de tecidos e processos biolégicos (FERNANDES; FIGUEIREDO, 2007).
Estdo envolvidas em diversos mecanismos biologicos, como na lutedlise, crescimento
folicular, ovulacéo, eclosdo e implantacdo embrionéria, no reconhecimento e manutengéo da
gestacdo, no parto e fisiologia pos-parto (HAFEZ; HAFEZ, 2004; WEEMS et al., 2006). As
prostaglandinas também sdo amplamente utilizadas no controle exégeno do ciclo estral em
bovinos, principalmente a PGF,a.

A prostaglandina enddgena possui uma série de atividades, mas a atuacdo mais
agregada as prostaglandinas é a promocdo de contragdes ou relaxamento das células
musculares lisas em diversos 6rgdos (FERNANDES; FIGUEIREDO, 2007), sendo que a

propriedade terapéutica mais utilizada na reproducdo é a competéncia de algumas
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prostaglandinas da série F provocarem a lutedlise (TSAI; WILTBANK, 1997), causando a
regressdo morfoldgica e funcional do corpo luteo (VIANA et al., 1999; KOTWICA et al.,
2002). O uso da PGF,a permite maiores taxas de estro e de IA quando comparado com outros
sistemas que fazem a utilizacdo apenas da deteccdo de cio (BARUSELLI; MARQUES, 2002;
PFEIFER et al., 2005); porém, quando ndo h& administracdo associada aos progestagenos, o
cio ndo se manifesta de forma sincronizada, manifestando-se durante um periodo de
aproximadamente cinco dias. Assim, a maior parte dos protocolos utilizados para a
sincronizacdo de cio e IATF emprega os analogos de PGF em associacdo a outros farmacos,
como a progesterona exdégena, GnRH, eCG, LH e estrogénios (WEEMS et al., 2006;
PFEIFER et al., 2009; CASTRO, 2015).

Atualmente, os prostanoides também estdo sendo considerados mediadores da
ovulacdo e da maturacdo de odcitos. No caso das prostaglandinas E; € F,o comecam a
aumentar seus niveis durante o inicio do processo de ovulacdo e atingem um pico préximo ao
momento da ovulacdo (SIROIS, 1992; LIU et al., 1997; DUFFY; STOUFFER, 2001).
Aumentos das concentragdes de PGE; e PGF,a no fluido folicular de foliculos ovulatérios e
nos tecidos ovarianos sdo progressivos em 70 vezes e 20 vezes, respectivamente (HUNTER,
2003). Em bovinos, ainda é desconhecido o efeito direto das PGs no crescimento de foliculos
antes do aumento do LH para dar inicio a ovulacdo (WEEMS et al., 2006), mas se sabe que a
PGF,a aumenta a resposta da adeno-hipéfise a0 GnRH para liberar LH em vacas p6s-parto
(RANDEL et al., 1996). Em ovinos, as concentragcdes de PGE; e PGF,a no liquido folicular
ndo se modificam apds o pico de LH, porém, na parede do foliculo, a COX-2, a PGE; e
PGF,0 aumentam suas concentracdes nas 8 horas iniciais ao aumento do LH, permanecendo
elevada durante 12 horas, e somente ap0s 16-20 horas, apenas a PGE, diminui sua
concentracdo (MURDOCH et al., 1981, 1986, 1991). Em bovinos, esta presente uma maior
expressdo de receptores para PGF,a nas células da teca e granulosa, sendo observada apds o
pico de LH. Porém, dentro dos quatro tipos de receptores para a PGE, (EP1-EP4) apenas 0s
receptores EP2 e EP4 foram expressos apds o pico de LH nestas células (BRIDGES;
FORTUNE, 2007; BARRETA, 2008).

Um estudo mostrou que doses de indometacina (inibidor ndo seletivo da COX)
blogqueiam a ovulacdo, como também impedem a apoptose de células da parede apical do
foliculo dominante e do epitéelio adjacente da superficie ovariana que cobre o apice do
foliculo, sendo um processo importante para a ruptura do foliculo de ovinos (MURDOCH,

1996). Além disso, o tratamento com indometacina em coelhos e em ratos fémeas
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bloquearama ovulagéo, sugerindo a um papel importante das PGs para a ruptura folicular
(ARMSTRONG; GRINWICH, 1972; O’GRADY et al. 1972; HUNTER, 2003).

O papel e o mecanismo especifico das PGs no processo ovulatério ainda ndo séo
claros. Ainda ndo se sabe se elas funcionam para mediar e/ou moderar a ovulacdo. Assim,
ainda é incerto se 0 aumento dos prostanoides convém para a promog¢do dos eventos
degradativos que conduzem a ruptura do foliculo ovulatério ou se surgem em resposta a
resposta inflamatoria devido as alteracbes no foliculo, mas se sabe que existe uma
contribuicdo das PGs na regulacao da colagenase e estimulacdo do ativador de plasminogénio,
como influéncia sobre a permeabilidade vascular e na quimiotaxia de leucdcitos (ESPEY,
1994; HUNTER, 2003).

Estudos anteriores relataram a funcao da PGE; na estimulacdo da expansao das células
do cumulus em camundongos (EPPIG, 1981) e em ratos (PHILLIPS; DEKEL, 1982). Em
camundongos knockout para COX-2 houve defeitos na ovulagdo, bem como expanséo
anormal das células do cumulus e subsequente formacdo de estigmas. A ovulacdo também foi
restaurada por meio do tratamento com PGE, simultaneamente com gonadotrofinas nestes
animais, sugerindo a implicacdo da sintese de prostanoides pela COX-2 para diferenciacédo
folicular e maturacgéo de odcitos (DAVIS et al., 1999; LIM et al., 1997; BARRETA, 2008).

Em bovinos, o6citos maturados in vitro apresentaram em suas células do cumulus a
expressao de receptores para PGE,. Com o decorrer na maturagdo in vitro, o receptor EP1 nédo
é expresso, 0 EP2 sofre upregulation ao longo da maturacdo e o EP4 foi expresso em niveis
baixissimos (CALDER et al., 2001). O EP2 ¢ detectado nas células do cumulus de ratos, e a
delecdo deste receptor gera defeitos na expansdo do cumulus, ovulacdo e fertilizacdo nestes
animais (HIZAKI et al., 1999; TILLEY, et al. 1999; KENNEDY et al., 1999).

A administracdo sisttémica de indometacina em ovinos anulou a expanséo das células
do cumulus e a maturacdo de odcitos, sendo que este efeito foi revertido apds a administracao
intrafolicular de PGE, (MURDOCH, 1988; MURDOCH, 1996). Adicionalmente, a
administracgdo intrafolicular de indometacina em bovinos diminuiu a concentragdo de PGE; no
fluido folicular induzida pelo LH (LI et al., 2006). A PGE; estimula a expressdo de RNAm de
alguns EGF (fator de crescimento epidermal), como a anfiregulina e epiregulina nas células
da granulosa de humanos (BEM-AMI, et al., 2006). A anfiregulina e a epiregulina estimulam
a expansao da celula do cumulus e a maturacdo odcitaria través da promocéo do reinicio da

meiose em odcitos de roedores (PARK et al., 2004).
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3. ARTIGO

Prostaglandina E2 na ovulacdo de camundongas pré-puberes

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da prostaglandina E, (PGE;) na ovulagdo de
camundongas pré-puberes. No estudo 1, foram utilizadas 96 camundongas BALB/c pre-
puUberes, tratadas com 5 Ul de eCG via intraperitoneal (i.p.), no Dia 0. No Dia 2, as
camundongas foram divididas aleatoriamente em 3 grupos, para receberem via i.p.; 1) 0.5 mL
de PBS(n=31), 2) 5ug de GnRH(n=32) e 3) 25 ug de PGE,(n=33). No Dia 3, as camundongas
foram mortas por deslocamento da cervical e os ovidutos foram coletados para contagem de
odcitos através da técnica de transiluminacdo sob estereomicroscépio. A proporcdo de
camundongas que ovularam e o numero de odcitos ovulados foi maior no grupo GnRH em
comparagdo com fémeas que receberam PBS e PGE; (P=0.001).No estudo 2, foram utilizadas
18 camundongas BALB/c pré-plberes, que foram tratadas de forma similar ao estudo 1,
entretanto, no Dia 2 foramseparadas aleatorimamente entre 6 grupos para receberem: 0.5 mL
de PBS (n=3), 5 ug de GnRH (n=3), 25 ug de PGE; (n=3), 50 pg de PGE; (n=3), 150 ug de
PGE; (n=3), 250 pg de PGE; (n=3). N&o houve diferenca no nimero de camundongos fémeas
gue ovularam e o nimero de odcitos ovulados nasfémeas tratadas com GnRH e 250 ug de
PGE,, e ambos os grupos apresentaram diferencas em relagcdo ao grupo PBS (P<0.001).No
estudo 3, foram utilizadas 50 camundongas BALB/c pré-paberes,que foram tratadas de forma
similar ao estudo 1, entretanto, no Dia 2 foram separadas aleatorimamente para receberem:
0.5 mL de PBS (n=18), 5 ug de GnRH (n=16) e 250 pg de PGE, (n=16).A propor¢do de
camundongas que ovularam e o numero de odcitos ovulados foi maior nas fémeas tratadas
com GnRH e PGE,quando comparado com aquelas que receberam o tratamento com
PBS(P=0.001). Os resultados destes estudos demonstram que a PGE; na dose de 250 pg induz
a ovulacdo em camundongas pré-puberes.

Palavras-chave: ovulacdo, murinos, prostaglandinas.

Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of prostaglandin E2 (PGE2) on the
ovulation of prepubertal female mice. For that purpose, three studies were performed. In
Study 1, pre-pubertal BALC/c mice were treated with intraperitoneal (i.p) eCG, on day 0. On
day 2, the mice were ramdomly separated into 3 groups: PBS (n=31); GnRH (n=32); and 25
pg of PGE2 (n=33). On day 3, the mice were killed and the oviducts were collected for the
oocyte count. The proportion of ovulated mice was greater in the GnRH group than in females
of PBS and PGE2 groups (P<0.001). In the Study 2, a pilot study was performed to evaluate
the effect of different doses of prostaglandin E2 (PGE2) on the ovulation of prepubertal
female mice. Eighteen In BALB/c prepubertal mice were treated with 5 1U of intraperitoneal
(i.p.) eCG on day 0. On day 2, the mice were randomly distributed into 6 groups for the i.p.
administration of: 1) 0.5 mL of PBS (n=3), 2) 5 ug of GnRH (n=3), 3) 25 ug of PGE; (n=3),
4) 50 pg of PGE; (n=3), 5) 150 pg of PGE; (n=3) e 6) 250 ug of PGE; (n=3).There were no
difference in the number of ovulated mice and number of ovulated oocyte in the females
treated with GnRH and 250 pg de PGE2, and both groups showed differences in comparison
with PBS group (P<0.001).In the Study3, the prepubertal BALB/c mice were ramdomly
distributed into PBS (n=18), GnRH (n=16) and 250 pg of PGE2 (n=16) groups. Females were



27

treated similarly as in Experiment 1, except the animals from the PGE2 group that received
250 pg of i.p. PGE2. There were no difference in the number of ovulated mice and number of
ovulated oocyte in the females treated with GnRH and PGEZ2, and both groups were greater
than PBS group (P<0.001). The results demonstrated that dose of 250 pg of PGE2 induces the
ovulation in pre pubertal female mice.

Keywords: ovulation, mice, prostaglandins.

Introducéo

A ovulacdo em mamiferos € resultante do aumento sérico da concentracdo de estradiol
pelo foliculo pré-ovulatério, o qual induz os neurdnios do hipotdlamo a liberarem GnRH, que,
por sua vez, induz o pico do hormdnio luteinizante (LH) pela adeno-hipofise ativando a
cascata ovulatéria. Esse aumento dos pulsos e da frequéncia de liberacdo do LH estimula uma
série de eventos e mudancas estruturais no foliculo pré-ovulatério (YOSHIMURA,;
WALLACH, 1987; HUNTER, 2003), sendo que uma das consequéncias deste evento € o
aumento dos niveis de prostaglandinas (PGs) dentro do foliculo (DUFFY; STOUFFER,
2001).

As prostaglandinas exercem diferentes funcées fisioldgicas e farmacoldgicas sobre o
sistema reprodutivo feminino de diferentes espécies (WEEMS et al., 2006). Nos ovarios, as
prostaglandinas atuam como mediadores de algumas a¢des periovulatérias apds o aumento da
gonadotrofina ovulatoria, estimulando contracbes do musculo liso do ovario e tambémo
aumento do fluxo sanguineo e da pressdo intrafolicular (ESPEY, 1978; WALLES et al.,
1986). Além disso, a acdo das prostaglandinas ja foi associada a ruptura de lisossomos no
interior das células da granulosa, os quais liberam seu conteudo enzimatico que deteriora o
tecido conectivo na regido do estigma ovulatério (BJERSING; CAJANDER, 1974).
Aumentos das concentracdes de PGs no fluido folicular, ap6s o pico de LH, foram detectados
em animais domeésticos e roedores, aproximadamente 10 horas antes da ruptura do foliculo,
sugerindo que a prostaglandina possui papel importante no momento da ovulacdo (DUFFY;
STOUFFER, 2001). Roedores knockout para a expressdao de receptor de PGE;, (EP2)
apresentaram defeitos na expanséo das células do cumulus do odcito e redugdo do nimero de
embrides implantados e da prole, sugerindo que a PGE; afeta a ovulacdo e desempenha um
papel importante na fertilidade feminina (HIZAKI et al., 1999; KENNEDY et al., 1999).
Além disso, receptores funcionais para a PGE, (EP2 e EP4) na vesicula germinativa de
odcitos de camundongos e macacos mostraram que a PGE; atua diretamente nos gametas

femininos de mamiferos (DUFFY et al., 2010). Estudos anteriores, realizados em ratas ja
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haviam demonstrado a capacidade da PGE; de reverter o efeito bloqueador de ovulagdo da
indometacina, potente inibidor da sintese de prostaglandinas (TSAFRIRI et al., 1972;
TSAFRIRI et al., 1973).

Apesar dessas constatacdes, ainda ndo foram relatados estudos sobre o efeito daPGE,
na ovulacdo de camundongas pré-puberes. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi estudar os
efeitos da prostaglandina E; injetavel na inducdo da ovulagdo de camundongas pré-puberes,
tendo como hipdtese que a injecdo de prostaglandinas E; induz a ovulacdo em camundongas

pré-puberes.
Materiais e Métodos

O estudo foi realizado entre fevereiro e novembro de 2016. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fiocruz
Rondb6nia (Protocolo # 2014/12).

Estudo 1

Este experimento foi realizado na sala de experimentacdo do biotério da Fundacéo
Oswaldo Cruz de Rond6nia (Fiocruz Rondénia), situado no municipio de Porto Velho, RO,
Brasil (8°47°01.52” S; 63°51°32.95” O). Para este estudo, foram utilizadas 96 camundongas
(linhagem BALB/c), pré-puberes, entre 18 e 22 dias de idade e pesando 20-25g. As fémeas
foram isoladas em gaiolas em sala climatizada a 24°C com iluminacéo artificial das 05:00 as
19:00 horas e com livre acesso a comida e agua.

O desenho experimental esta ilustrado na Figura 1A. As camundongas foram tratadas
com uma dose intraperitoneal (i.p.) de 0,2 Ul/g de peso-vivo (p.v.) de eCG(Gonadotrofina
coridnica equina; Novormon®, Zoetis-Pfizer, Cotia, Brasil; dose total = 5 Ul por animal), no
Dia 0 (arbitréario ao inicio do experimento) para superestimulacdo dos ovarios. No Dia 2, as
camundongas foram divididas aleatoriamente em 3 grupos experimentais para receberem: 1)
20 pL/g de p.v. de PBS (Tampdo fosfato-salino modificado por dulbecco; Biodux®,
Campinas, Brasil; dose total = 0.5 mL por animal; n=31), 2) 0,2 ug/g de p.v. de GnRH
(Horménio liberador de gonadotrofina; Gonaxal®, Biogénesis-Bagé, Curitiba, Brasil; dose
total = 5 pg por animal; n=32), e 3) 1 pg/g de p.v. de PGE; (Prostaglandina E,; Sigma-
Aldrich, MO, USA; dose total = 25 pg por animal; n=33).No Dia 3, cerca de 15h apés a

aplicacdo dos indutores de ovulagdo, as camundongas foram mortas atraves de deslocamento



29

da coluna cervical. Os ovidutos foram coletados e visualizados sob lupa estereomicroscépica
para deteccdo dos complexos cumulus-odcito (CCO) no limen do oviduto, pela técnica de
transiluminacdo, de acordo com o método adaptado de Bogle et al (2011). Com agulha
hipodérmica 22G foi realizada a ruptura do oviduto para efetuar a retirada e contagem dos

CCOs. A ovulacéo foi determinada pela presenga dos CCOs na ampola do oviduto.
Estudo 2 — Estudo dose-resposta

Este estudo foi realizado para avaliar a dose-resposta da concentragdo de PGE, capaz
de induzir ovulagdo em camundongas pré-plberes. Para este estudo foram utilizadas 18
camundongas pré-puberes da linhagem BALB/c que foram tratadas de forma similar ao
Estudol (Figura 1B), exceto que no Dia 2, as camundongas foram divididas aleatoriamente
em 6 grupos experimentais para receberem via i.p.: 1)20 pL/g de p.v. de PBS (Tampéo
fosfato-salino modificado por dulbecco; Biodux®, Campinas, Brasil; dose total = 0.5 mL por
animal; n=3), 2) 0,2 ug/g de p.v. de GhRH (Hormdnio liberador de gonadotrofina; Gonaxal®,
Biogénesis-Bago, Curitiba, Brasil; dose total = 5 pg por animal; n=3), 3) 1 pg/g de p.v. de
PGE; (Prostaglandina E,; Sigma-Aldrich, MO, USA; dose total = 25 ug por animal; n=3), 4)
2 Mg/g de p.v. de PGE; (Prostaglanina E; Sigma-Aldrich, MO, USA; dose total = 50 pg por
animal; n=3), 5) 6 pg/g de p.v. de PGE; (Prostaglandina E,; Sigma-Aldrich, MO, USA; dose
total = 150 pg por animal;n=3), e 6) 10 pg/gdep.v.PGE; (Prostaglandina E,; Sigma-Aldrich,
MO, USA,; dose total = 250 pg por animal;n=3).

Estudo 3

Este estudo foi realizado com o objetivo de comparar a melhor dose-resposta de PGE,,
obtida no estudo 2, com o0 GnRH. Neste estudo, foram utilizadas 50 camundongas pré-puberes
da linhagem BALB/c, que foram tratadas de forma similar ao Estudo 1, entretanto, no Dia 2
foram separadas aleatoriamente para receberem via i.p.:1) 20 uL/g de p.v. de PBS (Tampao
fosfato-salino modificado por dulbecco; Biodux®, Campinas, Brasil; dose total = 0.5 mL por
animal; n=18), 2) 0,2 pg/g de p.v. de GnRH (Hormdnio liberador de gonadotrofina;
Gonaxal®, Biogénesis-Bago, Curitiba, Brasil; dose total = 5 pg por animal; n=16 ) e 3) 10
ung/g de PGE, (Prostaglandina E; Sigma-Aldrich, MO, USA; dose total = 250 pg por
animal;n=16). O desenho experimental esta ilustrado na Figura 1C.
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Figura 1. Tratamentos hormonais utilizados para inducdo da ovulacdo em camundongas pré-

puberes no Estudo 1 (A), Estudo 2 (B) e no Estudo 3 (C).
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As analises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico SAS (1998).

A média de oocitos coletados por camundongas foi analisada por analise de variancia e as

médias foram comparadas entre os grupos por meio do teste de Tukey. A propor¢do de

camundongas que ovularam foi analisada pelo teste do Qui-quadrado ou Fischer, quando

apropriado. Para obtengdo da propor¢do de camundongas que ovularam, o numero de

camundongas que ovularam foi dividido pelo nimero de camundongas tratadas. As diferengas

entre os grupos foram consideradas significativas quando P < 0.05 e foram considerados

tendéncia quando o valor de P foi < 0.1.
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Resultados

No Estudo 1, a proporcao de camundongas ovuladas e a média de odcitos coletados
podem ser observadas na Tabela 1. A proporcdo de camundongas que ovularam foi maior
apos o tratamento com GnRH quando comparado com aquelas tratadas com PBS e PGE,
(P=0.001). N&o houve diferenca na proporc¢ao de fémeas que ovularam entre os grupos PBS e
PGE,(P>0.05). A média de odcitos detectados foi maior no grupo GnRH do que nos demais
grupos (P=0.001).

No Estudo 2,a propor¢do de camundongas ovuladas e a meédia de odcitos por
camundongo,de acordo com o grupo, podem ser observadas na Tabela 2. N&o houve diferenca
na proporcdo de fémeas ovuladas entre os Grupos GnRH e 250 pug PGE; (P=0.2). Quando
comparado aos demais grupos experimentais, fémeas tratadas com GnRH tenderam a ter
(P<0.1) e as tratadas com 250 pg de PGE, tiveram (P<0.05) mais ovulagdes. Nenhuma
camundongo fémea tratada com PBS, 25 50 e 150 de pug de PGE; ovulou, A média de odcitos
detectados tendeu a ser maior no grupo GnRH em relacéo aos demais grupos (P=0.08).

No estudo 3, a proporcdo de camundongas ovuladas e a meédia de odcitos por
camundonga podem ser observadas na Tabela 3.A propor¢do de camundongas que ovularam e
0 numero de odcitos ovulados foi maior nas fémeas tratadas com GnRH e PGE,quando
comparado com aquelas que receberam o tratamento com PBS(P=0.001).
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Tabela 1.Propor¢do de camundongas pré-puberes que ovularam e média de o6citos por camundonga tratadas com PBS, GnRH e 25 ug de PGE,.

Resposta ovariana PBS GnRH 25 ug de PGE, Valor de P
Proporcéo de fémeas ovuladas, n 9.7% (3/31)" 93.7% (30/32)® 3% (1/33)" <0.001
Média de odcitos por camundonga 0.1+0.1% 10.2 + 1.48 0.1+0.1% <0.001

Abreviaturas: PBS, tampéo fosfato-salino; GnRH, horménio liberador de gonadotrofina; PGE,, prostaglandina E,.
AB\/alores com letras diferentes indicam diferenca entre os grupos.

Tabela 2.Proporcdo de camundongas pré-puberes que ovularam e média de o6citos por camundonga tratadas com PBS, GnRH e diferentes doses
de PGE..

Resposta ovariana PBS GnRH 25 ug PGE, 50 pug PGE, 150 ug PGE, 250 pg PGE, Valor de P
-] A 0,

S\Zﬁﬁ’;’éggonde femeas 8 /g’;A 66.6%, 2/3° 0%, 0/3% 0%, 0/3% 0% 0/3*2  100%, 3/3® <001

Eﬁfndll?](?ﬁn"g?'ms por 00+00° 56+3.1° 0.0+ 0.0° 0.0+ 0.0° 0.0+ 0.0° 2.6+0.3" <0.04

Abreviaturas: PBS, tampao fosfato-salino; GnRH, hormdnio liberador de gonadotrofina; PGE,, prostaglandina E,; pg, micrograma.
®\/alores com letras diferentes na mesma linha tendem a ser diferentes entre os grupos (P<0.1).
AB\/alores com letras diferentes na mesma linha diferem entre os grupos (P<0.05)

Tabela 3. Propor¢do de camundongas pré-plberes que ovularam e média de o6citos por camundonga tratadas com PBS, GnRH e 250 pg de
PGE..

Resposta ovariana PBS GnRH 250 ug de PGE; Valor de P
Proporcéo de fémeas ovuladas, n 0% (0/18)" 93.7% (15/16)" 93.7% (15/16)° <0.001
Média de odcitos por camundonga 0.0+ 0.0" 8.9+1.3° 6.4 +0.8° <0.001

Abreviaturas: PBS, tampdo fosfato-salino; GnRH, horménio liberador de gonadotrofina; PGE,, prostaglandina E,.
AB\/alores com letras diferentes indicam diferenca entre os grupos.
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Discussao

Os resultados deste experimento apoiaram a hipoGtese que o tratamento com PGE,
induz ovulagdo em camundongas pré-plberes. Além disso, este é o primeiro estudo em que se
avaliou a capacidade da prostaglandina E; em induzir ovulacdo em camundongas pré-puberes.

No Estudo 1, as camundongas que receberam 25 g de PGE; para induzir a ovulacéo,
assim como as que ndo receberam nenhum estimulo ovulatério (grupo PBS) ndo apresentaram
odcitos no oviduto, diferentemente dos Estudo 2 e 3, onde os animais que receberam 250pg
de PGE; exibiram odcitos no oviduto igualmente ao grupo que recebeu o estimulo ovulatério
com GnRH.

O Estudo 2 foi realizado para definir, qual seria a dose necessaria de PGE; capaz de
induzir a ovulagdo em camundongas pré-puberes, logo que a dose utilizada no Estudo 1 ndo
exerceu efeito ovulatorio nestes animais. Assim, com a resposta positiva obtida no Estudo 2
(administracdo de 250ug de PGE,), o Estudo 3 foi realizado para confirmar o efeito indutor de
ovulagéo da PGE; por meio desta mesma dose.

A ovulacdo resultante da administracdo de 250 pg de PGE; (Estudo 2) estd em
conformidade com os resultados obtidos por Evans et al. (1983), onde foi constatado que
guantidades relativamente altas de prostaglandinas podem desempenhar um importante papel
na ovulacdo, além de contribuir na luteinizacdo das células da granulosa. Neste mesmo
estudo,porcas pré-puberes tratadas com eCG tiveram uma maior producdo de prostaglandinas
pelas células da teca e granulosa (EVANS et al., 1983). Além disso, a aplicacdo de
indometacina em fémeas imaturas de ratos, com pré-tratamento de eCG, bloqueou a ovulagdo
e inibiu a secrecdo de LH, sugerindo que as PGs possam atuar em nivel hipotalamo-hipofise
(ARMSTRONG; GRINWICH, 1972; ORCZYK; BEHRMAN, 1972). A ovulacdo resultante
da administracdo de 250 pg de PGE, tambeém foi descrita em outros trabalhos, no entanto,
também conseguiram induzir a ovulagdo atraves das injecBes de 25 pg, 100 pg, 250 pg e 750
png de PGE, em ratas em atividade estral, que haviam sido tratadas com indometacina
(TSAFRIFI et al.,1973), diferindo deste estudo, onde a administracdo de 25 pg de PGE; nao
conseguiu induzir a ovulagdo em camundongas pré-puberes. A secrecdo de prostaglandinas
pelo foliculo pré-ovulatério esta relacionado com o processo ovulatério (MURDOCH et al.,
1993) e a PGE; sintetizada nas células da granulosa e teca (EVANS et al., 1983) tem acéo
direta sobre o foliculo pré-ovulatério. Aparentemente, em camundongos, a PGE liberada por

astrocitos no hipotadlamo estimula a secrecdo de GnRH, mostrando exercer um efeito
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excitatorio sobre os neurdnio de GnRH, e sugerindo que a PGE, possui atuagdo como um
gliotransmissor dentro do sistema neurosecretério de GnRH mediada por ativacdo de
receptores EP2 (CLASADONTE, et al., 2011). O glutamato € o principal neurotransmissor na
ativacdo dos neurdnios de GnRH e possui capacidade de induzir a liberacdo de PGE; a partir
de astrécitos por ativagdo dos receptores ErbB de astrocitos hipotalamicos (ErbB1 e ErbB4),
tendo a participacao destes receptores na liberacdo de GnRH, inicio da puberdade e na fungéo
reprodutiva adulta (PREVOT, et al., 2003; PREVOT et al., 2005; CLASADONTE, et al.,
2011). Naor et al. (2007) mostraram, em ratos, que a PGE; induziu a expressdo de receptores
para GnRH, o que néo foi constatado com a PGF,a e PGI,, e que a PGE; levou a secrecédo de
LH através do GnRH. Adicionalmente, a administracdo de PGE; no terceiro ventriculo de
ratas maduras aumentou a concentracdo e amplitude de pulsos de LH no fluido
cerebroespinhal e no soro destes animais, possuindo efeito supressor quando administrada
juntamente com PGF,o (MATSUWAKI et al., 2017).

A ciclooxigenase-2 (também conhecida como COX, prostaglandina endoperoxido
sintase-2 ou prostaglandina G/H sintase-2) € a enzimas marca-passo da cascata do acido
araquidénico para a sintese de prostaglandinas e esta presente no ovario de mamiferos (VANE
et al., 1998; DUFFY; STOUFFER, 2001). Camundongos knockout para a expressédo da COX-
2 apresentaram defeitos na ovulacdo e na expansédo das células do cumulus, comprometendo a
maturacdo dos oocitos e subsequente formacédo de estigmas (LIM et al., 1997; DAVIS et al.,
1999). A ovulacdo também foi restaurada através do tratamento com PGE; simultaneamente
com gonadotrofinas nestes animais, sugerindo a implicacdo da sintese de prostanoides pela
COX-2 para diferenciacdo folicular e maturacdo de o6citos (DAVIS et al., 1999). O mesmo
ocorreu com camundongas que tiveram a ovulacdo bloqueada por a¢do da indometacina e o
efeito foi revertido através da injecdo de PGE; e PGF,0 (SAKSENA et al., 1974). Davis et al.
(1999) relataram que camundongas knockout para a COX-2, quando tratadas simultaneamente
com eCG, hCG e PGF,a, apresentaram resultados pouco satisfatérios quando comparada com
a PGE; para a inducgéo da ovulacdo. Embora o periodo entre o inicio de uma nova onde de LH
e ruptura folicular seja diferente em roedores (14 horas), vacas (28-30 horas) e cavalos (36-48
horas), a sintese de COX-2 nas células da granulosa e as altas concentragdes de
prostaglandinas acontece em cada uma destas espécies aproximadamente 10 horas antes da
ruptura do foliculo (DUFFY; STOUFFER, 2001). Ratos com mutacdo nula do receptor EP2
para PGE; geraram defeitos na expanséo do cumulus, ovulagéo e fertilizacdo nestes animais
(HIZAKI et al., 1999; TILLEY, et al. 1999; KENNEDY et al., 1999). Estes achados

confirmam a participacdo da PGE; na ovulacao a nivel local. Além disso, logo que a secre¢édo
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de PGE; est4 aumentada préximo a ovulagdo, a administracdo da dose farmacoldgica de PGE;
pode entdo desempenhar um papel na aceleragédo da ovulagéo.

Apesar de observarmos o efeito da PGE; na ovulacdo de camundongas pré-puberes,
ainda néo foi possivel estudar se a inducdo da ovulacédo via PGE; pode resultar em iniciagdo
da atividade estral e em sucesso no estabelecimento e manutencdo da gestagéo. Neste sentido,
nosso grupo de pesquisa encontra-se trabalhando em novos experimentos para responder de
maneira satisfatoria a estes desafios. Além disso, novos estudos estdo em andamento na
tentativa de responder se a PGE; pode ser utilizada como indutor de ovulacdo em diferentes
espécies, como em animais de grande porte, especialmente aquelas de interesse zootécnico

Em suma, a dose de 250 pg de PGE; € capaz de antecipar a ovulagdo em camundongas
pré-puberes. Esse foi o primeiro estudo que demonstra que a PGE; induz a ovulacdo de um
mamifero pré-plberes, podendo indicar que espécies de interesse zootécnico podem responder
da mesma forma. Entretanto, fica evidente a necessidade de realizarem-se mais estudos para

elucidar o efeito e 0 mecanismo de acdo da PGE; na ovulagdo nessas espécies.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados dos estudos apresentados, pode-se afirmar que a
prostaglandina E, exdgena induz a ovulacdo em camundongas pré-puberes. Além disso, a
partir dos resultados obtidos em cobaias, 0 préximo passo serd realizar novos experimentos
para avaliarmos a resposta em animais de grande porte,bem como elucidar o mecanismo de
acao da PGE; no sistema reprodutivo de mamiferos pré-puberes.

Futuramente, a utilizacdo do PGE, como indutor de ovula¢do em protocolos podera se
tornar uma alternativa aos ésteres de estradiol ap6s estudos mais aprofundados sobre a acédo e
atuacdo dessa molécula, além da resposta dos animais ao tratamento para inducdo a ovulagédo

de maneira sincronizada (protocolos hormonais para controle do ciclo estral).
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