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REGRESSAO ESPONTANEA DO CORPO LUTEO EM BOVINOS: REVISAO

SPONTANEOUS CORPUS LUTEUM REGRESSION IN CATTLE: REVIEW
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RESUMO

O conhecimento do processo de lutedlise dentro da fisiologia reprodutiva se torna
importante para que ocorra a compreensdo do reconhecimento materno da gestacdo e seja
possivel formular estratégias anti-luteoliticas que visem manter esta fase conferindo aumentos na
eficiéncia reprodutiva e produtiva. Durante o processo de lutedlise, o tecido luteal sofre
mudangas bruscas na capacidade esteroidogénica, vascularizacdo e remodelamento, resultando
em substituicdo da glandula por tecido conjuntivo, sendo a PGF2a o principal determinante na
inducdo espontinea da lutedlise em bovinos. Simultaneamente, ocorre um intimo processo entre
as relagdes anatomicas que compreende o ovario, utero e suas vascularizagdes. A exposi¢cdo do
utero a intera¢do coordenada entre P4, E2 e ocitocina aliada a expressdo de seus receptores sao
essenciais para a secre¢do pulsatil de PGF2a pelo endométrio a qual induzira a lutedlise. Nesta
regressao do corpo luteo (CL), estdo envolvidos ainda os hormonios (LH, prolactina, cortisol) e
varias substancias vasoativas (6xido nitrico, VEGF, EG-VEGF, bFGF, END-1, Angll). A
concentracdo de PGF2a pode ser representada pela mensuracdo sanguinea da concentragdo de
seu metabolito 13,14-dihidro-15-ceto- PGF2a (PGFM) sendo a pulsatilidade da secrecdo de
PGF2a durante os periodos pré-luteolitico, luteolitico e pos-luteolitico mensuravel pelo aumento
na concentracdo de PGFM. Neste artigo de revisdo, sera possivel compreender e discutir os
principais aspectos endocrinos e moleculares que ocorrem com as mudangas morfofuncionais no

CL durante o processo de lutedlise fisiologica em fémeas bovinas.

Palavras chave: Lutedlise Espontanea, Bovinos.
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ABSTRACT

The knowledge of the luteolysis process within reproductive physiology becomes
important to occur the understanding of maternal recognition of gestation being possible to
formulate anti-luteolytic strategies aimed at maintaining this phase conferring increases in
reproductive and productive efficiency. During the luteolysis process, luteal tissue undergoes
abrupt changes in steroidogenic capacity, vascularization and remodeling, resulting in
replacement of the gland by connective tissue, and PGF2a is the main determinant in the
spontaneous induction of luteolysis in cattle. Simultaneously, an intimate process occurs between
the anatomical relationships that comprise the ovary, uterus and its vascularizations. The
exposure of the uterus to the coordinated interaction between P4, E2 and oxytocin, together with
the expression of its receptors, are essential for the pulsating secretion of PGF2a by the
endometrium, which will induce luteolysis. In this regression of the corpus luteum (CL),
hormones (LH, prolactin, cortisol) and various vasoactive substances (nitric oxide, VEGF, EG-
VEGF, bFGF, END-1, Angll) are also involved. The concentration of PGF2a can be represented
by the blood measurement of the concentration of its metabolite 13,14-dihydro-15-keto-PGF2a
(PGFM), being the pulsatility of PGF2a secretion during the pre-luteolytic, luteolytic and post-
luteolytic measured by the increased concentration of PGFM. In this review article, it will be
possible to understand and discuss the main endocrine and molecular aspects that occur with the

morphofunctional changes in CL during the physiological luteolysis process in bovine females.

Keywords: Luteolysis Spontaneous, Bovine.
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INTRODUCAO

A fertilidade de um rebanho bovino afeta a produtividade e lucratividade da atividade
pecudria. Necessarios aumentos na eficiéncia reprodutiva dependem da compreensdo dos
mecanismos endocrinos, celulares e moleculares envolvidos nos eventos do ciclo estral, e que
resultam em maiores taxas de concep¢do. Na espécie bovina, a mortalidade embriondria ¢ uma
das causas mais relevantes da baixa fertilidade, promovendo altas perdas econdmicas na
atividade pecudria (Diskin et al, 2006). As principais perdas embriondrias ocorrem no “periodo
critico” entre o 15° e o 19° dia apo6s a ovulagdo (Diskin et al, 2006). Neste periodo, ocorre o
reconhecimento materno da gestacdo que compreende mecanismos que visam a inibi¢do da
regressao do corpo lateo (CL; Bertan et al, 2006). O reconhecimento materno da gestacdo requer
um ambiente uterino otimizado, o qual depende da fungdo luteal em secretar adequadas
quantidades de progesterona (P4).

A lise ou regressdo do CL (lutedlise) determina a reducdo da secre¢do de P4 (fim da fase
luteal) e ¢ importante para que a fémea bovina retorne a um novo ciclo reprodutivo apés a nao
constatagdo de uma gestacdo pelo animal. O processo de lutedlise envolve diversos mecanismos
anatomicos, enddcrinos e moleculares que estimulam a secre¢do de agentes luteoliticos,
determinando o fim da funcionalidade e da estrutura fisica que compreendia o CL (Ginther et
al,2012). Assim, o conhecimento do processo de lutedlise dentro da fisiologia reprodutiva na
vaca ¢ importante ndo s6 para o controle farmacologico do ciclo estral, mas também para
compreensdo do reconhecimento materno da gestagdo e formulacdo de estratégias anti-
luteoliticas que visem manter a gesta¢do. Neste sentido, estudos de cunho fisiologico enfocando
a elucidagdo dos mecanismos que governam a lutedlise sendo conduzidos por indugdo, atraso ou

bloqueio da luteolise (Pugliesi et al, 2011; 2012a; 2012b; Shrestha et al, 2011; Ginther et al,
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2010) se constituem a base para o desenvolvimento de novas biotécnicas reprodutivas que
incrementem o manejo reprodutivo e a fertilidade em bovinos.

Desta forma, objetiva-se com este artigo de revisdo, compreender e discutir os principais
aspectos endocrinos e moleculares nas mudangas morfofuncionais no CL durante o processo de
luteolise fisiologica em fémeas bovinas.

CORPO LUTEO E ESTEROIDOGENESE LUTEAL

O CL ¢ um o6rgao enddcrino temporario cuja principal fungdo ¢ a secre¢do de P4 pelas
células esteroidogénicas (Niswender et al, 2000; Skarzynski et al, 2008; Salles; Araujo, 2010). A
cada ciclo estral, as células luteinicas esteroidogénicas sintetizam e liberam P4 na circulagao
sistémica, promovendo a quiescéncia na contratilidade do miométrio, o desenvolvimento
glandular do endométrio e o ambiente uterino adequado para o desenvolvimento do concepto. A
adequada fung¢do luteal em secretar P4 ¢ crucial para determinar a duragdo fisiologica do ciclo
estral e para ocorrer uma gestagdo bem sucedida.

O tecido luteal ¢ composto por varios tipos celulares heterogéneos que consistem nao
apenas de células esteroidogénicas (células luteais pequenas e grandes), mas também de células
ndo esteroidogénicas (células endoteliais, células musculares, periocitos, fibrocitos e células
imunes (Shirasuna et al, 2007)). As células endoteliais vasculares representam mais de 50% do
total do ntimero de células no CL (O’Shea et al, 1989; Lei et al, 1991) e sdo responsaveis pela
secrecdo de muitas substancias vasoativas que regulam diretamente a secrecdo de P4 luteal
(Myamoto et al, 1993, 1997; Shirasuna et al, 2007). Assim, os vasos sanguineos e as c¢lulas
endoteliais no CL tém um papel essencial na fung¢ao luteal nas vacas. O CL bovino se desenvolve
rapidamente entre 2 a 3 dias ap6s a ovulacdo, acompanhado de grande angiogénese e

vascularizagdo (Miyamoto et al, 2009). A maioria das células esteroidogénicas esta em intimo
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contato com os capilares. Fatores de crescimento (como o VEGF e o bFGF) sdo os principais
atuantes no desenvolvimento e na manuten¢do da densa rede de capilares neoformados e
contribuem para a producao de P4 (Sales ; Araujo, 2010).

O estimulo da esteroidogénese luteal ¢ realizado principalmente pelo LH (Skarzynski et al,
2008). Este hormonio luteotrdéfico € necessario para o desenvolvimento estrutural e funcional do
CL. Outros hormonios também participam da estimulacdo do crescimento e da fung¢do luteal,
incluindo a ocitocina, PGs e fatores de crescimento (Niswender et al, 2000). Apods a ovulagao,
para que a P, seja sintetizada em grande quantidade pelas células luteais, além de ocorrer
diferenciagdo celular, hd aumento na expressdo das enzimas necessarias para a conversao do
colesterol em P4 e das proteinas transportadoras de colesterol para o interior da membrana
mitocondrial. O colesterol transportado para membrana mitocondrial interna interage com a
enzima P450scc, transformando-o em pregnenolona (Bertan et al, 2006). Este precursor ¢
transportado para o reticulo endoplasmatico liso e, por acdo da enzima B-hidroxiesterdide
deidrogenase (A5 A4 isomerase-3B-HSD), ¢ convertido em P4. Assim, a producdo de P4 luteal ¢
caracterizada por aumento na expressao das enzimas envolvidas na conversao de colesterol em
P4 (P450scc e 3B-HSD) e por decréscimo na expressao das enzimas que convertem P4 em E;
(P45017a-hidroxilase e P450 aromatase).

LUTEOLISE ESPONTANEA EM BOVINOS

Na auséncia da fertilizagdo ou na incapacidade do concepto em sinalizar sua existéncia no
utero, o CL deve regredir para possibilitar a ocorréncia de um novo estro (Milvae, 2000; Webb et
al, 2002). Durante o processo de lise ou regressdo do CL (lutedlise) o tecido luteal sofre
mudangas bruscas na capacidade esteroidogénica, vascularizacdo e remodelamento, resultando

em substituicdo da glandula por tecido conjuntivo (Stocco et al, 2007). Assim, a lutedlise
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espontanea pode ser dividida em duas fases (Stocco et al, 2007; Skarzynski et al, 2008). A
primeira ¢ a lutedlise funcional, a qual ¢ associada a um marcado decréscimo na secrecao de P4.
A segunda fase, conhecida como lutedlise estrutural, ocorre ap6s o inicio do declinio da P4 e ¢
determinada pela apoptose celular do CL até formagdo do corpo albicans.

LUTEOLISE FUNCIONAL

A lutedlise funcional é caracterizada pela reducdo da secrecdo de P, em um curto periodo
de tempo na ovelha (McCracken et al, 1999) e na vaca (Ginther et al, 2010a). A luteolise
funcional se inicia antes de se observar mudangas morfologicas na integridade das células luteais
(Stocco et al, 2007). Assim, considerando-se as concentragdes plasmaticas de P4, pode-se
classificar trés periodos relacionados com a lutedlise espontanea em bovinos (Ginther et
al,2010a; 2010b;), o periodo antes do inicio da redu¢do da secrecdo de P4 (pré-lutedlise), o
periodo de grande reducdo da P4 (periodo luteolitico) e o periodo apés o decréscimo das
concentragdes de P4 a <lng/mL (periodo pds-luteolitico). Baseado em amostragem da P4
plasmatica de hora em hora, estima-se que a duragdo do periodo luteolitico ¢ de 24 horas em
novilhas (Ginther et al, 2010a).

A redugdo das concentragdes de P4 durante a lutedlise funcional em bovinos ndo ocorre de
maneira continua como observado na espécie equina (Ginther et al, 2011a; 2011b). Em novilhas,
aumentos ou flutuagdes nas concentracdes plasmaticas de P4 ocorrem ao longo do periodo
luteolitico (Ginther et al, 2010a; 2011b; 2011c). Ha evidéncias em ratos (revisado em Stocco et
al, 2007) indicando que durante a regressao funcional, as células luteais estdo ainda com
atividade esteroidogénica, entretanto o principal esterdide secretado durante este periodo ndo se
constitui a P4, mas sim um metabolito da P4 (20a-progesterona). Em bovinos, outra caracteristica

que também pode ser observada durante a lutedlise funcional é a perda de receptores de LH
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aliado a uma menor perfusdo sanguinea no CL (Niswender et al, 1976). Esta reducdo na perfusao
sanguinea luteal parece ocorrer apés um aumento agudo e transitorio no fluxo sanguineo logo
apos a indugdo da lutedlise com PGF2a ex6gena (Acosta et al, 2002). Da mesma forma, durante
um pulso luteolitico espontaneo de PGFM, a perfusdo sanguinea luteal aumenta gradativamente
durante a parte ascendente do pulso até o seu pico, e mantém elevado por 2 horas durante a parte
descendente do pulso, para posteriormente reduzir (Ginther, 2007). Da mesma forma, durante
pulsos de PGFM simulados por infusdo intrauterina com PGF2a, a perfusdo sanguinea no CL
aumenta dentro de 1 hora ap6s o inicio da infusdo em novilhas (Shrestha et al, 2010b; 2011).
Devido aos varios efeitos adversos e respostas ndo fisioldgicas apds a administracdo de
doses farmacologicas de PGF,, para induzir a lutedlise (Ginther et al, 2009a; 2009b), o estudo
das caracteristicas da lutedlise espontanea em bovinos deve ser realizado utilizando-se doses
fisioldgicas de PGF,, e seus andlogos, € em tempo e intervalos que se assemelham aos pulsos
espontaneos. Um exemplo destes efeitos ¢ que a administragdo exogena de PGF,, promove um
inicio mais rapido e reduz a duracdo da lutedlise funcional em ovinos (McCracken et al, 1984) e
bovinos (Ginther et al, 2009a). A administracdo de doses fisiologicas de PGF,, em intervalos
proximos aos intervalos dos pulsos espontaneos de PGF,, induziu a lutedlise funcional completa
(P4 < Ing/mL) em ovelhas (Schramm et al, 1983) e novilhas (Ginther et al, 2009a). A dose total
de PGF;, requerida para causar a lutedlise funcional quando administrada de maneira pulsatil ¢
de 1/10 a 1/40 da dose minima requerida quando administrado de maneira continua (Schramm et
al, 1983; Ginther, 2007). Aboelenain et al(2015) sugerem que o processo de regressdo luteal
envolve o processo de apoptose e alguns outros fatores como um aumento na expressdo de

atividade lisossomal, sintese de catepsina lisossomais e formacao de fagolisossomos, indicando
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uma comunica¢do entre a funcdo lisossomal, autofagia e apoptose durante a regressdo do CL
bovino.
LUTEOLISE ESTRUTURAL

A regressdo estrutural do CL ¢ caracterizada pelo decréscimo no tamanho e peso da
glandula, a qual eventualmente se torna um tecido totalmente regredido dentro do estroma
ovariano denominado corpo albicans. A involu¢do do CL ¢ na verdade ndo somente a apoptose
do tecido luteal, mas também a reposicdo do suporte vascular e tecido conectivo com feixes de
fibras colagenas, fibroblastos e macrofagos. A maioria dos corpos albicans ¢ substituida por
estroma ovariano (Stocco et al, 2007). Na maior parte das espécies, a distingdo entre a luteodlise
functional e estrutural ndo estd claramente reportada e os dois eventos podem ndo ser
inteiramente separados (McCracken et al, 1999). Por exemplo, em ratos a PGF,, ndo causa a
luteolise estrutural, a qual ¢ induzida pela prolactina apenas ap6s finalizada a lutedlise funcional
(Behrman et al, 1993). Em bovinos, a lutedlise estrutural se inicia logo ap6s o inicio do declinio
da P4 plasmatica (Ginther, 2007). Entretanto, o processo final de apoptose e substituicdo do
tecido luteal pode demorar ainda alguns dias para ser completado apdés o fim da lutedlise
funcional (McCraken et al, 1999).

Uma grande variedade de agentes tem sido proposta como mediadores da luteodlise
estrutural (McCracken et al, 1999). Macrofagos e outras células imunes possuem papel
importante na regressdo luteal via a liberagdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e outras
citocinas (Benyo; Pate, 1992). O TNF-a pode também estar envolvido no efeito
antiesteroidogénico durante a lutedlise, j4 que in vitro o TNF-o inibe a producdo de P,

estimulada pelo LH nas células luteais bovinas (Benyo; Pate, 1992).
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Durante a lutedlise estrutural, um remodelamento consideravel do tecido luteal ocorre
durante a transformacdo do CL para corpo albicans. As metaloproteinases t€ém sido sugeridas
como as mediadoras do remodelamento tecidual, particularmente da matriz extracelular
(Birkedal-Hansen, 1995). O CL produz inibidores especificos das metaloproteinases que
auxiliam na manutencdo da integridade estrutural da glandula. A mais abundante
metaloproteinase no CL de bovinos (Smith et al, 1996) ¢ a metaloproteinase-1 (TIMP-1). Na
vaca, a expressao luteal da TIMP-1 aumenta em 24 horas ap6s a indugao da lutedlise com PGF,,
(Smith et al, 1996). O efeito positivo da PGF,, sobre a acdo de algumas caspases € em citocinas
coorelacionadas com a defragmentacdo de DNA celular também tem sido associado aos
mecanismos que controlam a sinalizacdo apoptotica durante a lutedlise estrutural (revisado em
Stocco et al, 2007).

MECANISMOS ANATOMICOS, ENDOCRINOS E MOLECULARES ENVOLVIDOS
NA LUTEOLISE EM BOVINOS

O entendimento dos mecanismos luteoliticos requer o conhecimento das relagdes
anatOmicas entre o ovdrio, utero e suas vasculariza¢des associadas. A exposi¢do do utero a
interagdo coordenada entre P4, E2 e ocitocina (Hooper et al, 1986; Lefrance; Goff, 1988; Silvia
et al, 1991) aliada a expressao de seus receptores (Mann et al, 2001; Mann; Lamming, 2006) sio
essenciais para a secre¢do pulsatil de PGF2a pelo endométrio a qual induzirda a lutedlise
(McCracken, 1999). Além do E2, P4 ¢ ocitocina, outros hormdnios (LH, PRL, cortisol) ¢ varias
substancias vasoativas (0xido nitrico, VEGF, EG-VEGF, bFGF, END-1, Angll) estdo envolvidas
no processo de regressao do CL (Stocco et al, 2007).

Neste contexto, verifica-se que o Utero apresenta papel fudamental no controle da lutedlise.

A importancia uterina foi primeiramente reportada em roedores (Loeb, 1923; 1927), através da

10
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inexisténcia de ciclos reprodutivos e a persisténcia do CL apds a histerectomia. Efeitos similares
também foram observados em ovinos, bovinos, suinos e equinos (Anderson et al, 1969). J4 em
primatas, este efeito ndo ¢ observado (Beavis et al, 1969; Neill et al, 1969). A persisténcia luteal
apos a histerectomia nas espécies supracitadas indicou que o utero € o responsavel pela producao
de uma substancia que causa a regressao ciclica do CL. Todas as espécies que mantiveram o CL
apos esse procedimento possuem um utero bicornuado (McCracken et al, 1999). Na maioria
destes animais, o efeito unilateral da histerectomia foi observado, ou seja, manutencdo do CL
apos retirada de apenas um corno uterino. Posteriormente, evidéncias indicaram que a PGF2a ¢
esta substancia luteolitica, a qual ¢ liberada ciclicamente pelo utero por volta dos dias 15, 16 ou
17 apos a ovulacdo (Thatcher et al, 2001), e ¢ o principal determinante na inducdo espontanea da
lutedlise em bovinos (McCracken, 1999). A concentragdo de PGF2a pode ser representada pela
mensuracdo da concentracdo de seu metabodlito 13,14-dihidro-15-ceto- PGF2a, PGFM
(Ginther,2007).

Um mecanismo local de transferéncia da PGF2a existe no pediculo ttero-ovariano da vaca
(Ginther et al, 1966; 1967; Hixon; Hansen, 1974). Estudos envolvendo a ligacdo dos vasos
sanguineos do utero e do ovario indicaram a importancia da via vascular no efeito local do ttero
sobre a fungdo ovariana em diversas espécies (revisado em (McCracken et al, 1999)). A artéria
ovariana ¢ fortemente anexada a superficie da veia utero-ovariana e percorre a veia de forma
tortuosa antes de sua entrada no hilo ovariano. Esta via local facilita que substancias difundam da
veia utero-ovariana para a artéria ovariana e alcancem o ovario diretamente sem passar pela
circulagdo sistémica (Ginther, 1981). Além desse mecanismo de a¢do local, ha evidéncias de que
a PGF2a possa agir, em parte, pela via sistémica na vaca, ja que ciclos estrais foram observados

em bovinos de corte apds a hemi-histerectomia quando o lado que o CL estava presente ndo foi
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considerado (Ward et al, 1976). Adicionalmente, ciclos estrais de duragdo normal foram
observados quando o ovério foi transplantado através de anastomoses vasculares com a artéria
carotida e a veia jugular na vaca, e o outro ovario removido (Barcikowski et al, 1976).

Outra evidéncia que demonstra a maior eficicia da via local na indugdo da lutedlise esta
relacionada a dose de PGF2a necessdria para induzir a regressdo do CL. A dose minima de
PGF2a (1-2 mg) quando administrada via intrauterina (IU) no corno uterino ipsilateral ao CL ¢
em torno de 10 vezes menor do que a dose via sistémica (15 mg), a qual é administrada via
endovenosa (Louis et al, 1974; Lauderdale; Fokolowsky, 1979). Neste contexto, a injecdo de
PGF2a (6 mg) dentro do corno uterino ¢ seguido por maiores concentracdes de PGF2a na artéria
ovariana ipsilateral do que na artéria carotida (Hixon ; Hansel, 1974). Assim, a rota natural de
transporte entre o Utero e ovario deve ser considerada em estudos da lutedlise que utilizem
PGF2a exdgena. Além disso, hd a complexidade de se utilizar a veia jugular para tratamento com
PGF2a ou para amostragem sanguinea ja que 65% da PGF2a ¢ metabolizada durante uma unica
passagem pelos pulmdes na vaca (Davis et al, 1985).

ACAO DA PROSTAGLANDINA F2a

A secrecdo de PGF2a pelo utero determina o final da fase luteal em varias espécies
domésticas (McCracken et al, 1999; Weems et al, 2006; Skarzynski et al, 2008). Em bovinos, a
secrecao de PGF2a ocorre em varios pulsos (4-7 pulsos) de curta duragdo (3-6 horas) durante 2 a
3 dias, ocorrendo previamente, durante e apds o declinio da P4 circulante (Kindhal et al, 1981;
Ginther, 2007; 2010b). Pulsos sequenciais de PGF2a s3o requeridos para induzir a lutedlise
completa em bovinos (Ginther et al, 2009a), equinos (Ginther et al, 2009b) e ovinos (Schramm et
al, 1983). A necessidade do estimulo sequencial da PGF2a para promover a lutedlise foi

demonstrada em bovinos (Ginther et al, 2009a) através da ocorréncia de lutedlise completa (P4 <

12



275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

288

289

290

2901

292

293

294

295

296

297

Ing/mL) apo6s trés sessdes de infusdo de PGF2a (0,5 mg via IU a cada 12 horas), sendo que as
concentragdes de P4 resurgem quando realizado apenas uma sessao.

Devido aos varios efeitos adversos e respostas ndo fisioldgicas apds a administracdo de
doses farmacolédgicas de PGF2a para induzir a lutedlise (Ginther et al, 2009a; 2009b), o estudo
das caracteristicas da lutedlise espontanea em bovinos deve ser realizado utilizando-se doses
fisioldgicas de PGF2a e seus analogos, e em tempo e intervalos que se assemelham aos pulsos
espontaneos. Um exemplo desses efeitos ¢ a administragdo de uma unica dose luteolitica de
PGF2a que promove um inicio mais rdpido com reducdo da dura¢do normal da lutedlise
funcional em ovinos (McCracken et al, 1984) e bovinos (Ginther et al, 2009a).

A pulsatilidade da secre¢do de PGF2a durante os periodos pré-luteolitico, luteolitico e pos-
luteolitico pode ser mensurdvel pelo aumento na concentracdo de PGFM (Ginther, 2007).
Durante o periodo luteolitico, os pulsos espontineos de PGFM sdo mais proeminentes (pico e
amplitude dos pulsos sdo maiores) do que os pulsos durante os periodos pré e pds-luteolitico
(Ginther et al, 2010a; 2010b). Durante a parte ascendente do ultimo pulso de PGFM no periodo
pré-luteolitico, a concentragdo de P4 decresce para o mais baixo nivel no pico do pulso de
PGFM, seguido por um aumento de P4 (efeito rebote) para as concentragdes prévias ao pulso
(Ginther et al, 2010c; 2011c). O efeito rebote completo durante um pulso de PGFM no periodo
pré-luteolitico ¢ semelhante ao rebote com P4 que ocorre durante um pulso de PGFM induzido
pelo E2 (Ginther et al, 2010d; Imam et al, 2010), e também ¢ similar ao rebote completo que
ocorre uma ou duas horas apds o inicio da infusdo de PGF2a para simular o pulso de PGFM
(Shrestha et al, 2010a; 2010b; 2011). Durante o inicio do periodo luteolitico, a P4 também
decresce durante a parte ascendente do pulso de PGFM, entretanto, a concentragdo de P4 durante

o rebote ndo retorna para as concentragdes prévias (Ginther et al, 2010a; 2010c). No periodo
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luteolitico avangado o efeito rebote ndo ¢ mais observado. O pico do ultimo pulso de PGFM
durante a pré-lutedlise ocorre em média 4 horas (variacdo de 2 a 8 horas) antes da hora de
transicao entre pré-lutedlise e lutedlise e o primeiro pulso durante a lutedlise ocorre 9 horas apds
a transi¢do (Ginther et al, 2011c). Desta maneira, estes estudos indicam que o ultimo pulso de
PGF2a durante a pré-lutedlise reduz temporariamente a secre¢do de P4 e inicia o subsequente
inicio da lutedlise.

O sinal luteolitico promovido pela secrecdo inicial de PGF2a promove uma cascata
luteolitica envolvendo uma série de reguladores da func¢do luteal, como o fluxo sanguineo local,
citocinas e fatores de crescimento. O efeito inicial da PGF2a na esteroidogénese luteal ¢ mediado
pelo receptor de membrana ligado a proteina G (Davis; Rueda, 2002). A ativagao desse receptor
pela PGF2a promove a produ¢do de inusitol trifosfato (IP3) e diaciglicerol (DAG) a partir do
fosfatidilinositol-4,5-difosfato mediado pela acdo da fosfolipase C (Davis et al, 1987). O
aumento do IP3 e do DAG ¢ seguido pelo aumento do calcio intracelular livre e atividade da
proteina quinase C (Davis et al, 1987). Adicionalmente a ativacdo da fosfolipase C, ha
evidéncias de que a PGF2a ativa a via da fosfolipase D, produzindo acido fosfatidico em adi¢ao
ao DAG, e ativa a cascata sinalizadora da MAP quinase (Tai et al, 2001; Chen et al, 2001).

O decréscimo rapido do fluxo sanguineo luteal tem sido proposto como uma das principais
acdes da PGF20. Mudangas répidas nos fatores angiogénicos diretamente envolvidos com o
inicio da regressao vascular e modulagdo da secre¢do de P4 sdo causadas pela PGF2a (Miyamoto
et al, 2009). Inicialmente, o fluxo sanguineo luteal na area periférica do CL aparentemente ¢
aumentado rapidamente como resultado da vasodilatacdo causada pelo 6xido nitrico (Acosta et
al, 2002; Miyamoto et al, 2009). Isto sugere que o aumento do fluxo sanguineo luteal causado

pela PGF2a ¢ um dos primeiros sinais do inicio da cascata luteolitica na vaca. Na fase inicial da
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luteodlise, a PGF2a suprimi drasticamente a expressdo de VEGF no CL. Outras substancias
vasoativas, como a EDNI1, Ang Il e a PGF2a de origem luteal aumentam no CL, aonde uma
severa vasoconstriccdo ¢ induzida para interromper o suporte sanguineo e acelerar a cascata
luteolitica (revisado em (Miyamoto et al, 2009)).

O mecanismo pelo qual a PGF2a reduz os niveis de P4 secretado pelo CL ainda precisa ser
mais bem elucidado em bovinos. Em ratos, tem sido demonstrado (Strauss; Stambaugh, 1974;
Kawano et al, 1988) que a PGF2a ndo inibe a sintese de P4, mas ao invés, causa o seu
metabolismo para 20a-di-hidro-progesterona. A administracdo de PGF2a exdgena em bovinos
causa a reducdo de RNAm para fatores relacionados a sintese esteroidogénica (StAR, 3f-
hidroxiesteroide dehidrogenase - 33-HSD) e fatores agiogénicos (VEGF, Angl, IGF-I e IGF-II) e
aumenta o RNAm para fatores relacionados a sintese de PGs (COX-2 e enzima prostaglandina
sintase (Shirasuna, 2010)). O efeito positivo da PGF2a sobre a agcdo de algumas caspases e em
citocinas correlacionadas com a desfragmentagdo de DNA celular tem sido associado aos
mecanismos que controlam a sinalizacdo apoptotica durante a lutedlise estrutural (revisado em
(Stocco et al, 2007)). Desta maneira, a acdo da PGF2a na lutedlise ¢ mediada por fatores locais
que atuam na sintese de P4 e na regressao estrutural das células luteais (Skarkzynski et al, 2008).

PAPEL DOS HORMONIOS ESTEROIDAIS E DA OCITOCINA

O E2, P4 e a ocitocina tém sido correlacionados como reguladores do inicio da secregdo de
PGF2a durante a lutedlise em fémeas bovinas. Atualmente, varios modelos de mecanismos
controladores da lutedlise tém sugerido mudancas na expressao endometrial de receptores de E2,
P4 e ocitocina influenciando na regulacdo da secrecdo de PGF2a uterina e consequente lutedlise
na vaca (Silvia et al, 1991; Arosh et al, 2004; Weems et al, 2006). Nestes modelos, a expressao

de receptores de E2 e de ocitocina é suprimida na fase inicial e intermediaria de desenvolvimento
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do CL devido ao efeito inibitorio da alta concentragao de P4 (Wathes; Hamon, 1993; Ivell et al,
2000). O efeito da P4 sobre a sensibilidade uterina a ocitocina envolve uma a¢do ndo gendmica
da P4 no receptor uterino de ocitocina. A P4 se liga ao receptor de ocitocina com alta afinidade,
inabilitando a molécula de ocitocina ter capacidade de se ligar e, consequentemente, suprimindo
a inducdo da producdo de IP3 e mobilizacdo de calcio necessarios para a resposta celular (Zingg
et al, 1998). A exposi¢ao do utero a P4 por no minimo 10 dias ap6s a ovulag@o € necessario para
ativar os mecanismos de secrecdo espontinea de PGF2a (McCracken et al, 1984; Silvia; Raw,
1993). A prolongada exposi¢do a P4 promove o aciimulo nas células endometriais de acido
araquidonico e COXs necessarias para sintese de PGF2a.

Durante o final da fase luteal, os receptores de E2 no utero aumentam apds o decréscimo
dos receptores de P4 e decréscimo da sensibilidade uterina a P4 (Meyer et al, 1988).
Sequencialmente, a acdo do E2 circulante sobre os seus receptores endometriais estimula a
sintese de receptores de ocitocina com subsequente secrecdo de PGF2a através da acdo da
ocitocina em seus receptores endometriais (Flint; Sheldrick, 1985; Silvia et al, 1991; Mann et al,
2001). A fonte de E2 durante a lutedlise ¢ oriundo dos foliculos ovarianos, especialmente os de
maior didmetro e/ou futuros foliculos dominantes que irdo se desenvolver para foliculos
ovulatérios (Beg; Ginther, 2006). Na vaca, o aumento inicial de receptores de ocitocina que
precede a luteolise ocorre apds o 13° dia pds-ovulacdo (Mann; Lammming, 1994).

O aumento da proeminéncia (pico e amplitude) dos pulsos de PGF2a apos a transi¢ao entre
a prelutedlise e lutedlise (Ginther et al, 2010a; 2010b) ¢ temporariamente associado com o
aumento na concentra¢ao de E2 circulante (Ginther et al, 2010c; 2011c). A secrecdo de PGF2a,
representada pelas concentragdes de PGFM, ¢ induzida dentro de 6 a 8 horas apds o tratamento

com E2 exdégeno em novilhas (Thatcher et al, 1986; Araujo et al, 2009). Um unico tratamento

16



367

368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

com 0.1 mg de E2 no dia 14 pds-ovulacio (Ginther et al, 2010d; Iman et al, 2010) estimula um
pulso proeminente de PGFM e a lute6lise prematura.

Em ruminantes, pulsos de ocitocina (ou da sua neurofisina associada) ocorrem
concomitantes com pulsos de PGF2a durante a lutedlise (Fairclough et al, 1980; Webb et al,
1981). A maioria destes pulsos de ocitocina aparentemente ¢ secretada pelo CL (Walters et al,
1984; Hooper et al, 1986; Moore et al, 1986). A PGF2a secretada pelo utero e a ocitocina luteal
compdem um sistema de retroalimentagdo positiva. Em bovinos, a administragdo de PGF2a
estimula a secre¢ao de ocitocina no CL (Flint; Sheldrick, 1982; Lamsa et al, 1989), assim como
altas doses de ocitocina promovem o aumento da secrecdo de PGF2a (Silvia; Taylor, 1989;
Kotwica et al, 1998). Entretanto, os fatores que iniciam e terminam a secrecdo destes hormonios
ainda ndo foram determinados.

Durante os pulsos espontdneos de PGF2a, a concentracdo de PGF2a no efluente venoso
utero-ovariano aumenta antes de qualquer detectacdo do aumento das concentra¢des de ocitocina
(Moore et al, 1986). Isto implica que apesar de ndo se saber o que promove o inicio da secrecao
de PGF2a, a ativagdo do sistema de retroalimentacdo positiva inicia-se no lado uterino. Duas
possibilidades tém sido estudadas como causa do estimulo da secrecdo inicial de PGF2a. A
primeira considera que o utero possui um centro ritmico endégeno que promove a secre¢do de
PGF2a a cada 6-8 horas de intervalo. A outra possibilidade ¢ que o ttero recebe um sinal pulsatil
externo oriundo de outro tecido. O principal candidato em prover essa sinaliza¢do ¢ a ocitocina
secretada pela hipdfise posterior (Silvia et al, 1991). Apesar da sincronizacdo dos pulsos de
PGF2a e ocitocina, a precisa relacdo temporal da ocitocina secretada pela hipofise posterior e da

PGF20 uterina ainda nao foi caracterizada.
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Com base nestes aspectos relacionados acima, foi proposto por McCracken et al (1995) um
modelo hipotético que explica como ocorreria o controle neuroenddcrino da secre¢do pulsatil de
PGF2a durante a lutedlise. Modelo: 1) No periodo luteal tardio, a perda da agdo da P4 ocorre
devido a reducdo da expressao de receptores de P4 tanto no hipotdlamo quanto no endométrio, o
que resulta no retorno da acdo do E2 sobre estes tecidos; 2) O retorno da agdo estrogénica ird
estimular o centro hipotalamico gerador dos pulsos de ocitocina a secretd-la em pulsos de alta
frequéncia e baixa concentragdo e, simultaneamente, estimular a expressdo de receptores de
ocitocina no utero; 3) Baixos niveis de PGF2a (subluteolitico) serdo secretados pelo utero devido
a intera¢do da ocitocina de origem hipofisaria com os seus receptores endometriais; 4) Baixas
concentragdes de PGF2a sdo suficientes para iniciar a liberagdo de ocitocina luteal através da
acdo sobre os receptores de alta sensibilidade; 5) A secrecdo de ocitocina suplementar ird
amplificar a secrecdo de PGF2a endometrial; 6) A secrecdo de PGF2a pelo endométrio sera,
neste momento, alta o suficiente para ativar os receptores de PGF2a de baixa sensibilidade e ira
inibir a secrecdo de P4 e liberar mais ocitocina do CL. Tais hipdteses ainda precisam ser
melhores estudadas em fémeas bovinas.

ACAO DO HORMONIO LUTEINIZANTE

O efeito negativo da secrecdo de PGF2a sobre a concentragdo de P4 ¢ balanceado contra
um efeito positivo das oscilagdes de LH durante o periodo final da prelutedlise e periodo inicial
da luteodlise (Ginther et al, 2010c; 2011c). O balango periddico entre o efeito luteolitico da
PGF2a e o luteotrofico do LH ¢ compativel com os seguintes achados em novilhas: 1) o LH
exogeno prolonga a vida luteal (Donaldson; Hansel, 1965); 2) o LH ¢ essencial para secrecao de
P4 pelo CL (Quintal-Franco et al, 1999); 3) aumento das concentra¢des de LH durante o rebote

de P4 em pulsos de PGFM induzidos pelo E2 (Imam et al, 2010); e 4) o LH aumenta apos a
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infusdo de PGF2a (Shrestha et al, 2010b; 2011). Durante a fase intermediaria do
desenvolvimento luteal, um pulso de LH com pico de baixa frequéncia e alta amplitude ocorre a
cada 4 horas (Cupp et al, 1995), e ¢ associado com um aumento na P4 (Procknor et al, 1986). A
ritmicidade entre as oscilagdes de P4 e LH durante a prelutedlise ¢ perdida e a proeminéncia das
flutuagdes de P4 sdo reduzidas quando as oscilagdes de LH sdo bloqueadas por um antagonista
de GnRH (Ginther et al, 2011b).

O estimulo do LH na secrecdao de P4 ndo se torna eficiente no transcorrer da transi¢ao entre
preluteolise e lutedlise. Isto ¢ indicado pela reducdo na ocorréncia do pico de LH no mesmo
momento que o pico da flutuacdo de P4 ocorre na lutedlise (29%) comparado com a prelutedlise
(77%) e pela ndo observagdo do efeito rebote completo nas concentragcdes de P4 apds o pico de
PGFM e associado temporalmente ao aumento de LH no periodo luteolitico (Ginther et al,
2010e). A reducao na sincronia entre os picos dos pulsos de LH e das flutuagdes de P4 durante a
luteolise pode refletir a menor responsividade ao LH das células luteais em regressao.

A interagdo do LH em relacdo as concentragdes do E2, ocitocina e PGF2a e seu efeito na

secre¢do de P4 estdo ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Modelo esquemadtico das interagdes das concentragdes de estradiol e dos pulsos de
ocitocina, PGF2a e LH com a secre¢do de P4 durante o periodo pré-luteolitico e luteolitico em

bovinos (Adaptado de Ginther et al. 2011b).

FUNCAO DA PROLACTINA

Além dos hormdnios supracitados, outros hormoénios como a prolactina (PRL) podem
exercer fungdes especificas no mecanismo luteolitico. Em ratos, apos o fim da secre¢do de P4, a
PRL induz a apoptose das células luteais para se completar a regressdo estrutural (Rothchild,
1981). Ao contrario, tem sido reportado que a infusdo in vitro de PRL em ovarios bovinos
aumenta a secre¢do de P4 (Bartosik et al, 1967), j4 em roedores e carnivoros, a PRL ¢ sugerida
como o0 mais importante constituinte no complexo luteotréfico (Murphy et al, 1985).

Locais de ligacdo para PRL foram reportados (Poindexter et al, 1979) no CL bovino,

sugerindo que a PRL possua uma funcdo durante a fase luteal do ciclo estral. A expressdo de
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PRL e de RNAm para seus receptores varia durante a fase luteal (Shibaya et al, 2006) e pode
estar relacionada com a regulagdo da secrecdo de P4 (Thompson et al, 2011). Adicionalmente,
segundo indicado por resultados in vitro (Erdman et al, 2007), a PRL pode atuar como um fator
vasoativo, mediando o desenvolvimento e regressao luteal.

A ocorréncia de pulsos proeminentes de PRL foi reportada durante e apds a lutedlise
funcional em novilhas (Ginther; Beg, 2011) e ¢guas (Ginther et al, 2011d). Em bovinos, esta
secre¢do pulsatil de PRL ¢ mais proeminente e ritmica durante as 12 horas antes do fim da
lutedlise e durante as primeiras 12 horas da pos-lutedlise (Ginther and Beg, 2011). A duragdo de
um pulso de PRL ¢ por volta de 4 horas (Ginther; Beg, 2011). Os pulsos de PRL apds o inicio da
lutedlise sdo temporariamente associados com o aumento das concentragdes de PGFM em
novilhas (Ginther; Beg, 2011) e éguas (Ginther et al, 2011d). Centralizado ao pico de PGFM, a
concentragdo de PRL ¢ maior no pico e ap6s uma hora deste, indicando aparentemente um efeito
positivo da PGF2a na secrecdo de PRL em bovinos (Ginther; Beg, 2011). Entretanto, ainda nao ¢
conhecido se um hormoénio estimula o outro ou se outros fatores estdo envolvidos nesta relacao
temporal.

CONSIDERACOES FINAIS

A regressdo espontanea do corpo luteo em bovinos envolve uma complexa inter-relacao
hormonal e sinalizagdo em tecidos neuroenddcrinos para que ocorra uma cascata luteolitica
coordenada, resultando na perda da funcdo luteal em secretar progesterona e na redugdo
morfolédgica deste tecido. Tal controle envolve a fundamental participagdo do utero, hipofise e
ovario na secre¢do de hormodnios esteroides (estradiol), peptideos (ocitocina e prolactina) e
eicosanoides (prostaglandina F2a). Desta forma, verifica-se pelos diversos estudos supracitados que o

evento de lutedlise funcional nos bovinos compreende um periodo ao redor de 24 horas e que a lutedlise

estrutural pode ser verificada subsequentemente ao inicio da reducdo da progesterona circulante através
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de avaliagdes ultrassonograficas. A compreensdo de tal controle neuroenddcrino na manutengdo ou perda
da funcionalidade luteal ¢ fundamental para se aprofundar o conhecimento deste evento que controla o
ciclo estral bovino, e para se aplicar diversas biotécnicas reprodutivas objetivando melhoria na eficiéncia
reprodutiva de rebanhos para producao de leite ou carne.
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