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Resumo:

As drasticas flutuagbes dos esteroides ovarianos podem desencadear uma sé&rie de mecanismos
moleculares e celulares que levam a resultados relevantes no funcionamento do trato reprodutivo. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial oxidante/antioxidante dos compartimentos uterino e
vaginal sob a regulagdo do ambiente enddcrino nas fases de diestro e estro. Treze vacas ciclicas foram
distribuidas em um modelo crossover, onde na primeira rodada as vacas foram aeatoriamente
selecionadas e tiveram amostras de Utero e vagina coletadas no D-3 (diestro; n=5) ou DO (estro; n=8). A
observacdo de comportamento de estro iniciou a partir do D-2, duas vezes ao dia. Os animais receberam
uma injecdo de 25 mg de dinoprost no D-3. Posteriormente, os animais coletados no D-3 e no DO na
primeira rodada foram novamente coletados em uma segunda rodada nos DO (n= 5) e D-3 (n= 8). A
coleta de amostras uterinas foi realizada pela lavagem dos cornos uterinos, ipsilaterais ao foliculo
dominante, com 60 ml de solucéo salina. A secrecao vaginal foi obtida a partir do fornix vaginal com o
aparato do tipo Metricheck. Espécies reativas de oxigénio (ROS) foram avaliadas pelo método
espectrofluorimétrico, usando diacetato de 2',7'-di-hidro-diclorofluoresceina (DCHF-DA) como sonda. A
capacidade antioxidante foi determinada usando o ensaio de "potencial antioxidante de reducéo férrica"
(FRAP). As médias dos grupos foram comparadas pelo teste t de student, e andlise de regresséo
investigou a correlagdo entre varidvels. Para ambas as andlises foram utilizadas ferramentas do software
Microsoft Excel. O FRAP uterino e o contelido de ROS nédo apresentaram diferenca entre os dias D-3 e
DO (p>0.05). O potencial oxidante/antioxidante da secrecéo vaginal do D-3 néo foi analisado. Os lavados
uterinos do D-3, obtidos entre 108 e 36 horas pré-estro demonstraram um aumento linear do contetido de
ROS (r=0,84; r2=0,71; p
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1. INTRODUCAO

As drésticas flutuagbes dos esteroides ovarianos podem desencadear uma
série de mecanismos moleculares e celulares que levam a resultados relevantes no
funcionamento do trato reprodutivo. A atividade das defesas antioxidantes do tecido
endometrial variam durante o ciclo estral (Al-Gubory et al., 2017). O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o potencial oxidante/antioxidante dos compartimentos
uterino e vaginal sob a regulacdo do ambiente enddcrino nas fases de diestro e
estro.

2. METODOLOGIA

Treze vacas ciclicas foram distribuidas em um modelo crossover, onde na
primeira rodada as vacas foram aleatoriamente selecionadas e tiveram amostras de
Utero e vagina coletadas no D-3 (diestro; n=5) ou no DO (estro; n= 8). A observacao
de comportamento de estro iniciou a partir do D-2, duas vezes ao dia. Os animais
receberam uma injecdo de 25 mg de dinoprost no D-3. Posteriormente, os animais
coletados no D-3 e no DO na primeira rodada foram novamente coletados em uma
segunda rodada nos DO (n= 5) e D-3 (n= 8). A coleta de amostras uterinas foi
realizada pela lavagem dos cornos uterinos, ipsilaterais ao foliculo dominante, com
60 ml de solugdo salina. A secregao vaginal foi obtida a partir do fornix vaginal com o
aparato do tipo Metricheck.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) foram avaliadas pelo método
espectrofluorimétrico, usando diacetato de 2',7'-di-hidro-diclorofluoresceina (DCHF-
DA) como sonda. A capacidade antioxidante foi determinada usando o ensaio de
“potencial antioxidante de reducao férrica” (FRAP). As médias dos grupos foram
comparadas pelo teste t de student, e analise de regressao investigou a correlacao
entre variaveis. Para ambas as andlises foram utilizadas ferramentas do software
Microsoft Excel.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

O FRAP uterino e o conteudo de ROS nao apresentaram diferenca entre os
dias D-3 e DO (p>0.05), como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Potencial oxidante e antioxidante do ambiente uterino durante o ciclo
estral. Média * erro padrdo da média dos valores de ROS (barra preta) e FRAP
(barra branca); P > 0,05.

O potencial oxidante/antioxidante da secrecdo vaginal do D-3 nao foi
analisado. Os lavados uterinos do D-3, obtidos entre 108 e 36 horas pré-estro
demonstraram um aumento linear do contetido de ROS (r= 0,84; r°= 0,71; p<0.05) e
FRAP (r= 0,76; r°= 0,57; p<0.05) a medida que o intervalo entre a coleta da amostra
e o inicio da manifestacdo do comportamento de estro (intervalo coleta-estro; ICE)
diminuiu (Figura 2). No DO, os lavados obtidos entre 36 horas pré-estro e 24 horas
pds-estro, o ICE mais longo foi positivamente correlacionado com concentracdes
maiores de ROS (r= 0,67; r?= 0,45; p<0.05) e FRAP (r= 0,68; r?= 0,47; p<0.05)
(Figura 3).
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Figura 2. Distribuicdo dos valores de ROS uterino em relagdo ao intervalo em
horas entre 0 momento da coleta de amostra e 0 momento da detecg¢ao do estro.
Amostras coletadas no diestro (circulos fechados; n=7) e estro (circulos abertos;
n=9) foram analisados separadamente. Linhas ao longo dos pontos identificam a

funcao linear definida por uma regressao linear simples; Coeficiente de

determinacgao (R?); Ponto vermelho = animal coletado apés o cio.
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Figura 3. Distribuicao dos valores de FRAP uterino em relagéo ao intervalo
em horas entre 0 momento da coleta de amostra e 0 momento da detecgao do estro.
Amostras coletadas no diestro (circulos fechados; n=7) e estro (circulos abertos;
n=9) foram analisados separadamente. Linhas ao longo dos pontos identificam a
funcao linear definida por uma regressao linear simples; Coeficiente de
determinacgao (R?); Ponto vermelho = animal coletado apés o cio; P<0,05.

Na secrecao vaginal, ROS (r= -0,69; r2= 0,47; p<0.05) e FRAP (r= -0,7; r2=
0,48; p<0.05) foram negativamente correlacionados com o SEI (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicao dos valores de ROS e FRAP vaginal em relagao ao
intervalo em horas entre 0 momento da coleta de amostra e 0 momento da detecgcao
do estro. Amostras de secrec¢ao vaginal analisadas para ROS (A; quadrados
fechados; n=9) e FRAP (B, quadrados abertos; n=9). Linhas ao longo dos pontos
identificam a fungao linear definida por uma regressao linear simples; Coeficiente de
determinacao (R2); Coeficiente de regresséo (R); Ponto vermelho = animal coletado
apos o cio; P<0,05.

No estro, os menores valores de FRAP e ROS nas lavagens uterinas e
maiores na secre¢do vaginal foram expressos por um unico animal, o qual foi
coletado 24 horas ap6s a deteccdo do estro. Isto sugere que o0 ambiente
oxidante/antioxidante uterino e vaginal podem ser regulados pelos eventos
enddcrinos que acontecem em torno do estro. Especula-se que as concentragcdes de
estradiol tenham uma fungdo essencial na regulagao proposta.



4. CONSIDERAGCOES FINAIS

A elevada correlacdo positiva entre ROS e FRAP, pode ser explicada pela
estimulacdo da resposta antioxidante local em funcdo da exposicdo as
concentragdes crescentes de agentes oxidantes; entretanto, estudos adicionais sao
necessarios para determinar precisamente o mecanismo envolvido. Propde-se que
as principais alteracdes endocrinas que ocorrem em torno do estro desencadeiem
mudangas igualmente relevantes no ambiente uterino e vaginal.
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