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Controle da sintese de prostaglandina F2a no

endomeétrio bovino in vitro
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Resumo

A sintese de prostaglandina F2oo (PGF2a) endometrial, resulta de
uma complexa cascata de eventos intracelulares que ocorrem de maneira
altamente coordenada. A sintese de PGF2a pode ser estimulada na
presenca da melitina e do forbol 12,13 dibutirato (PDBu). O objetivo
do presente estudo foi verificar se a produgio basal e a estimulaciao
aguda de PGF2a sio dependentes da sintese de proteinas. No
experimento 1, explantes obtidos de fémeas bovinas (n=2), ciclicas,
nao lactantes, no dia 15 do ciclo estral foram incubados em
quadruplicata, com meio de cultivo (KHB) ou KHB suplementado
com PDBu 10°M, melitina 10°M ou melitina 10°M. Amostras do
meio foram coletadas 0 e 60 minutos apds os tratamentos e as
concentra¢oes de PGF2a foram mensuradas por radioimunoensaio.
Com 60 minutos apds os tratamentos houve aumento das
concentracoes médias de PGF2o. (P<0,06) em resposta ao tratamento
com PDBu comparado ao grupo KHB e melitina. No experimento
2, explantes endometriais de fémeas bovinas (n=4), nao gestantes,
no 17° dia do ciclo estral, pesando de 80 a 100mg foram incubados
em KHB suplementado com 0, 50, 100 ou 200mg/ml de CHX ¢ 0
ou 100ng/mlL de PDBu em um arranjo fatorial 2 x 4, em quadruplicata.
Amostras do meio foram coletadas 0 e 60 minutos apds os
tratamentos e as concentracoes de PGF2a foram mensuradas por
radioimunoensaio. A integridade dos explantes endometriais tratados
com CHX foi avaliada por cortes histolégicos. Foi observado aumento
na producio de PGF20 em resposta ao tratamento com PDBu
(P<0,01), entretanto, ndo houve diferencas na produgio de PGF2a
pelos tecidos tratados com diferentes concentrages de CHX, associadas
ou nio ao PDBu. A integridade histolégica dos explantes foi
preservada. Conclui-se que a produgio basal e a estimulagio aguda da
sintese de PGIF2a. nao sio dependentes da sintese de novas proteinas.
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Introducao

E de amplo conhecimento que a
prostaglandina F2a (PGF2a), sintetizada
principalmente pelas células epiteliais da
regido intercaruncular do endométrio* é
o principal agente luteolitico em fémeas
bovinas. A PGF2a tem como funcio
bloquear a sintese de progesterona no corpo
lateo*>%7 determinando o final da fase
luteinica e do ciclo estral®’. Em fémeas
bovinas, a lutedlise ocorre normalmente
entre os dias 15° e 19° do ciclo estral. Em

um intervalo de 48 a 72 horas, cinco a oito
pulsos de PGF2a sao liberados pelo
endométrio e promovem a regressio do
CorpO 1ﬁt€011’12’13’14’15.

A sintese de PGF2a nas células
endometriais resulta de uma complexa
cascata de eventos intracelulares que ocorrem
de maneira altamente coordenada. Essa
cascata envolve a ativacdo sequencial da
protefna ligadora da guanosina trifosfato
(proteina G) que promove a ativa¢io da
fosfolipase C (PKC)". A PLC estimula a
conversiao do fosfatidil inositol bifosfato em
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inositol trifosfato (IP,) e diacilglicerol. O 1P,
estimula a liberagdo de calcio pelo reticulo
endoplasmatico promovendo um aumento
das concentragdes de cilcio no citoplasma,
estimulo que ativa a PKC. Por outras vias o
diacilglicerol também estimula a atividade da
PKC". A PKC estimula a fosfolipase A,
(PLA)™ que promove a liberacao de acido
araquidonico da membrana fosfolipidica
para a célula”. O dcido araquidonico pela
ag¢io da ciclooxigenase 2 * é convertido em
prostaglandina H, (PGH,). Por fim, a enzima
prostaglandina sintase converte a PGH, em
PGF202.

A sintese de PGF2a em explantes
endometriais pode ser estimulada pela
melitina, que estimula a atividade da PLA,
16222324 ¢ do forbol 12, 13 dibutirato (PDBu)
um analogo do diacilglicerol que estimula
PKC?2,

O objetivo do presente estudo foi
verificar se as producdes basal e estimulada
de PGF2a sio dependentes da sintese de
proteinas.

Materiais e Métodos

Local do experimento e animais

O experimento foi realizado na
Universidade de Sao Paulo, na Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, no Centro
de Biotecnologia em Reproduciao Animal, no
Laboratério de Fisiologia e Endocrinologia
Molecular, no Campus de Pirassununga - SP.
Foram utilizados explantes endometriais de
fémeas bovinas mesticas (Bos taurus taurus x
Bos tanrns indicus), ndo gestantes, no 15° (n=2;
experimento 1) ou no 17° (n=4;
experimento 2) dia do ciclo estral. Os estros
foram sincronizados com uma inje¢ao
intramuscular de PGF2a 150mg de D-
cloprostenol (N.C.Preloban® - Intervet).

Delineamentos experimentais.

Experimento 1

Imediatamente ap6s o abate, o
sistema genital foi transportado ao
laboratério a 4°C. O endométrio do corno
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uterino ipsolateral ao corpo liteo (CL) foi
dissecado e fragmentos da regido
intercaruncular de 80 a 100mg foram
acondicionados em tubos de borosilicato 12
x 75mm contendo 0,5ml. de meio
bicarbonato Krebs-Hensleit (KHB; 118 mM
NaCl, 4.7 mM KCl, 2.56 mM CaCl,, 1.13
mM MgCl, 25 mM NaHCO,, 1.15> mM
NaH,PO,, 5.55 mM glucose, 20 mM Hepes,
e 0.013 mM de vermelho fenol; pH 7.4). O
cultivo dos explantes endometriais foi
realizado conforme a técnica descrita por
Burns et al.'. Os tubos foram colocados em
banho-maria a 37°C com agitacio (40rpm)
durante 1 hora. A seguir, descartou-se o meio
de cultura e lavaram-se os explantes duas
vezes com KHB e adicionou-se 0,5mlL de
KHB por tubo. Apds nova incubagido por
uma hora, repetiu-se a lavagem. Os
fragmentos endometriais de cada animal
foram incubados em 1mL dos seguintes
tratamentos em quadruplicata: KHB
(controle) ou KHB suplementado com
Melitina 10°M, Melitina 10°M ou PDBu 10-
M. Amostras de 100mL do meio de cultura
foram removidas imediatamente e 60
minutos apo6s a adi¢do dos tratamentos e
armazenadas a -20°C para a mensuracio das
concentracoes de PGF2a por radioi-
munoensaio®’.

Andlise Estatistica

Demonstrou-se com uma analise
preliminar que os dados nio estavam
adequados quanto a normalidade dos
residuos (Teste Shapiro-Wilk, P<0,01) e
homogeneidade das varidncias (Teste I,
P<0,01). Os dados foram entao
transformados pelo método Box-Cox
(lambda = 0.6)*®. Tal transformacio
adequou os dados a analise de variancia
(Shapiro-Wilk e Teste F; P>0,01) os quais
estdo apresentados como LSmeans + EPM,
nio transformados. A concentracio de
PGF2a em pg/mL/mg de tecido
endometrial foi analisada por ANOVA,
utilizando-se o proc GLM do programa
SAS (SAS Institute®®). As varidveis
independentes foram: animal, tratamento e



tratamento x animal. As médias dos tratamentos
foram separadas por contrastes ortogonais.

Experimento 2

O procedimento de cultivo e lavagens
dos explantes endometriais foi realizado da
mesma maneira que no experimento 1. Os
fragmentos endometrais de cada animal foram
incubados em 1mL de KHB suplementado
com 0, 50, 100 ou ZOOpg/ ml. de CHX e 0 ou
100ng/mL de PDBu (10°M) em um arranjo
fatorial 4 x 2, em quadruplicata. Amostras de
100ul. do meio de cultura foram removidas
imediatamente e 60 minutos ap6s a adicao dos
tratamentos ¢ armazenadas a -20°C para a
mensuragao das concentracoes de PGF2a, por
radioimunoensaio. Ao final do periodo de
incubagao, amostras de tecido endometrial de
todos os tratamentos foram coletadas, fixadas
em formol e incluidas em parafina. Cortes
histologicos foram preparados e corados por
hematoxilina-eosina para a avaliacdo da
integridade dos tecidos por microscopia optica.

Andlise Estatistica

Demonstrou-se com uma anilise
preliminar que os dados nao estavam adequados
quanto a normalidade dos residuos (Teste
Shapiro-Wilk, P<0,01) e homogeneidade das
variancias pelo (Teste F, P<0,01). Os dados
foram entio transformados por raiz quadrada.
Tal transformagio adequou os dados a analise
de variancia (Shapiro-Wilk e Teste I; P>0,01)
0s quais estdo apresentados como LSmeans +
EPM, nao transformados. A produgio de
PGF2a em pg/mL/mg de tecido aos 60
minutos foi analisada por ANOVA, utilizando-
se o proc GLM do programa SAS (SAS
Institute®). As variaveis independentes foram:
animal, tratamento ¢ a interacao tratamento x
animal. As médias foram separadas por
contrastes ortogonais.

Resultados e Discussao

Experimento 1

Houve interagao tratamento x animal
(P<0,05) nas concentragoes médias de PGF2al
60 minutos apos a adi¢do dos diferentes

389

tratamentos. As médias dos tratamentos na
fémea utilizada na primeira repeticdo foram
proporcionalmente menores que na segunda.
Foi observada uma tendéncia da producao de
PGF2a ter sido maior nos explantes tratados
com PDBu (P<0,06; Figural) quando
comparados a0 demais tratamentos. A produgio
de PGF2a estimulada pelo PDBu foi  94%
maior que para o controle.

A sintese de PGF2a, estimulada pelo
PDBu em explantes endometriais foi observada
em outros expetimentos®*’!. Arnold et al.*’
verificaram em explantes obtidos de vacas no
17° dia do ciclo estral, que o PDBu 10°M
estimulou uma maior secre¢cao de PGF2a
comparado ao grupo controle. As concentragoes
médias de PGF2a, 60 minutos apos os
tratamentos, foram de 50,82 e 87,77pg/mL/
mg de tecido para os explantes endometriais
controle e tratados com PDBu, respectivamente,
semelhante ao presente estudo.

A capacidade responsiva do endométrio
a0 PDBu foi verificada no 15° e 17° dias do
ciclo estral. A presenca do PDBu no meio de
cultivo foi suficiente para acionar a maquinatia
enzimatica necessaria para a sintese de PGF2a
através da ativacao da PKC, demonstrando que
0s demais componentes da cascata geradora de
PGF2a, subseqiientes a PKC, estavam presentes
nas células endometriais e em concentracdes
suficientes, proporcionando uma resposta
estimulatoria bastante rapida, 60 minutos apos
O tratamento.

Em relacdo ao controle nao houve
diferenca na producao de PGIF2a por explantes
tratados com melitina nas doses utilizadas
(Figural). Tanto Burns et al.' como Arnold et
al? reportaram estimulo a produg¢io de PGF2o
com melitina, nas concentracdes de 10°M e 100
°M, respectiva-mente.

A melitina estimula a sintese de PGF2ou
no 17° dia do ciclo estral'®® e nio no 15° dia
do ciclo, conforme observado do presente
estudo. B possivel que haja diferencas no
preparo da maquinaria enzimadtica para a
estimulagio da sintese de PGF2a pela melitina
entre os dias 15 e 17 do ciclo estral. Possivelmente,
no 15° dia o estimulo da atividade da PLLA nas
células endometriais pela melitina nao sao
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suficientes para acionar a cascata geradora de
PGEF2a.

Experimento 2

Foi observado efeito de tratamento,
havendo um aumento na producio de PGI2a
nos tecidos tratados com PDBu (P<0,01, Figura

2).

A produgio de PGF2o basal ou induzida
pelo PDBu néo foi sensivel ao tratamento com
CHX nas concentracoes utilizadas. E possivel que
tais concentracdes de CHX ndo tenham sido
suficientes para alterar a sintese de proteinas
envolvidas na produgao de PGF2a. Contudo,
reportou-se efetiva ainibicao da sintese de protefnas
quando foram utilizadas concentragdes de CHX
de 0,1 a 10pg/ml.". Portanto, parece improvavel
queas concentragoes de CHX utilizadas no presente
estudo tenham sido insuficientes para alterara sintese
de proteinas. Alternativamente, sugere-se que a
sintese de PGF20. estimulada pelo PDBu seja
independente da sintese de protefnas. Considerando
que houve uma resposta estimulatoria ao PDBu ja
a0s 15 minutos ap6s o tratamento (dados nao

apresentados) é possivel que a maquinatia enzimatica
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localizada a jusante da PKC estava pronta, e bastou
estimular esta protefna quinase para que a produgao
de PGI20 fosse estimulada. Tal estimulo pelo
PDBu foi consistente ao descrito para o
experimento 1 do presente trabalho.

Especulou-se que concentragoes elevadas
da CHX causariam injirias a0 tecido endometrial,
uma vez que se trata de um inibidor da sintese de
proteinas. Os exames histopatologicos realizados
nos fragmentos de endométrio, demonstraram que
a integridade do tecido em questio foi preservada
apos a incubagio. Ao exame histopatologico nao
foi revelada nenhuma diferenca estrutural em
resposta as diferentes concentracdes de CHX
(dados nao apresentados). Uma vez que nao foram
detectados efeitos de toxicidade da CHX nos
explantes, entendeu-se que a concentragao de
200pg/mL de CHX, a dose mais elevada nesse
estudo, seria a mais adequada para experimentos
futuros com cultivos de endométrio de maior
duracio.

Conclusao

As produgdes basal e estimulada de

KHB Melitina 10-6M

Melitina 10-5M PDBu 10-6M

Figura 1 - Experimento 1 : Médias das concentragcdes de PGF2a produzidas por explantes endometriais de animais, no
15° dia do ciclo estral, 60 minutos apds a administracao de KHB (controle), Melitina 10°M, Melitina 10°M ou
PDBu 10°M (valores nao transformados; LSmeans+ EPM). Médias com sobrescritos diferentes diferiram

estatisticamente (P<0,06)
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Figura 2 - Experimento 2 : Médias das concentragoes de PGF2a produzidas por explantes de endométrio de animais no
17° dia do ciclo estral, 60 minutos apds a administracdo de 0, 50, 100 ou 200mg/mL CHX combinados com 0 ou 100
mg/mL PDBu (valores nao transformados; LSmeans + EPM). Médias com sobrescritos diferentes diferiram

estatisticamente (P<0,01)

PGF2a nao sido dependentes da sintese de
proteinas, ou seja, a maquinaria enzimatica
necessaria para a sintese de PGF2a encontra-
se presente, funcional e responsivel a estimulos
agudos, como o fornecido pelo PDBu.
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In vitro control of prostaglandin F2a synthesis in bovine endometrium

Abstract

Synthesis of endometrial prostaglandin F2a (PGI2a) results from a
complex cascade of highly coordinated intracellular events. Production
of PGF2a can be stimulated by mellitin and 12, 13 phorbol dibutyrate
(PDBu). Objective of the present study was to verify whether basal
or stimulated synthesis of PGF2a was dependent on de novo protein
synthesis. In Experiment 1, endometrial explants from cyclic, non-
lactating cross-bred beef cows (n=2) on day 15 of the estrous cycle
were incubated in quadruplicate in culture KHB culture medium or
medium supplemented with 10°M PDBu, 10°M melittin or 10°M
melittin. Medium samples were collected immediately and 60 minutes
after treatment administration and concentration of PGF2a in medium
were measured by radioimmunoassay. Concentrations of PGF2a in
medium were higher (P<0.06) after treatment with PDBu in
compatison with control and melittin. In Experiment 2, endometrial
explants from cyclic, non-lactating cross-bred beef cows (n=4) on day
17 of the estrous cycle were incubated in quadruplicate in medium
supplemented with 0, 50, 100 or 200mg cyclohexamide (CHX) and 0
ot 100ng/ml PDBu, in a 4 x 2 factotial arrangement. Medium samples
were collected immediately and 60 minutes after administration of
treatments and concentrations of PGF2a measured by
radioimmunoassay. Endometrial integrity was was evaluated by
histology. Treatment with PDBu stimulated production of PGF2a
(P<0.01), regardless of concentration of CHX used. The CHX did
not affect production of PGF2a, either in the presence or absence of
PDBu. Histological integrity of explants was preserved. It was
concluded that both basal and PDBu-stimulated PGF2a production
are not dependent on new protein sythesis.

Keywords:
Cattle.
Prostaglandin.
Estradiol.
Endometrium.
Luteolysis.
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