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RESUMO

Rodovalho-Callegari, F.V. “Perfil da secrecao de progesterona em ratas no proestro: uma nova
proposta para o controle do pico pré-ovulatério de LH”. 2008. 76 f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

A ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH no proestro depende da pré-
exposicdo aos estrogenos seguida da acdo aguda da progesterona, hormonio
responsavel pela deflagracdo e amplitude desse pico. No entanto, a origem da
progesterona durante essa fase do ciclo ainda é incerta. Enquanto alguns estudos
sugerem que a adrenal contribui significativamente para secrecdo de progesterona
nesse periodo, outros apontam a ovario como a fonte principal. Sendo assim, o
objetivo desse trabalho foi estudar o perfil e a origem da secrecao de progesterona
durante o proestro e a sua relacdo com o pico pré-ovulatério de LH. Para tanto, as
7h00 da manha do proestro ratas Wistar adultas foram submetidas apenas a
canulacao da veia jugular (controle) ou a esse procedimento seguido pela cirurgia
ficticia de retirada do ovario e adrenal (Sham), ou pela ovariectomia (OVX) ou pela
adrenalectomia (ADX). Amostras sanguineas foram coletadas a cada 15 minutos das
11h00 as 13h45 para dosagem de progesterona, estradiol e corticosterona e a cada
hora das 14h00 as 19h00 para dosagem desses trés hormébnios e do LH.
Adicionalmente, 7 dias depois da ovariectomia, ratas foram tratadas com éleo milho
(OVO) ou 17-B-estradiol (OVE) por 3 dias consecutivos, para compreender melhor o
padrao de secrecao de progesterona pela adrenal e verficar essa secrecao se essa
secrecdo poderia ser modulada pelos estrégenos. Um, dois ou trés dias depois da
ultima injecdo amostras de sangue foram coletadas conforme descrito acima. No
proestro, nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os grupos controle e
Sham em relacdo ao numero de animais que apresentaram o pico pré-ovulatério de
LH, ao numero de odcitos presentes nos ovidutos na manha do estro, bem como as
concentragdes plasmaticas de LH, progesterona, estradiol e corticosterona, sendo os
dados referentes a esses dois grupos apresentados em um Unico grupo denominado
Controle. A secrecdo de estradiol foi similar nos grupos Controle e ADX e
significativamente reduzida no grupo OVX. Como esperado, a secrecdao de
corticosterona foi completamente abolida no grupo ADX, enquanto foi similiar nos
grupos Controle e OVX. Em todos 0s grupos experimentais as concentragdes basais
de progesterona foram em média de 2 pg/mL. Entre as 12h00 e 14h00 o grupo



Controle apresentou um aumento discreto, mas significativo, da secrecdo de
progesterona (pico 1: de 3,5 + 1,1 para 22,3 + 2,7 ng/mL), e apdés as 15h00 um
segundo pico de progesterona (pico 2: de 10,5 = 2,2 para 43,0 = 2,5 ng/mL), como
também o pico de LH (25,4 + 2,4 ng/mL). Embora o grupo OVX nao tenha
apresentado o pico 2 de progesterona (de 5,7 + 2,2 para 6,5 £ 1,2 ng/mL), o pico de
LH (26,5 = 3,9 ng/mL) foi similar ao do grupo Controle. Nessas ratas o pico 1 de
progesterona foi atenuado para 12,3 £ 1,9 ng/mL. Ambos picos de progesterona 1 e
2 como o pico de LH, foram praticamente abolidos nas ratas ADX (pico 1: de 2,0 +
0,3 para 4,5 £ 0,7 ng/mL; pico 2: de 2,2 £ 0,4 para 8,9 * 3,6 ng/mL). Nas ratas OVX,
tratadas ou ndo com estradiol, um pico de progesterona (provavelmente de origem
adrenal) foi observado diariamente por volta das 12h00, sendo que a amplitude
desse pico nao foi influenciada pelo estradiol (OVO: 19,0 £ 5,7 ng/mL; OVE: 22,9 +
5,3 ng/mL). Esses dados, em conjunto, sugerem que: 1) o pico 1 de progesterona &
de origem adrenal e esta envolvido na génese do pico de LH ; 2) esse pico parece
ser circadiano uma vez que ratas OVX apresentam um ritmo diario de secrecéo de
progesterona, com um pico por volta das 12h00; 3) o pico 2 de progesterona é de
origem ovariana e nao é necessario para ocorréncia do pico de LH; 4) existe uma
comunicacao enddcrina entre ovario e a adrenal de forma que o ovario participa da
regulacdo da secrecdo de progesterona pela adrenal e 5) o estradiol ndo esta

envolvido na regulacdo da secrecao de progesterona pela adrenal.

Palavras-chave: Horménio Luteinizante, Progesterona, Ovulacao, Adrenal, Ratas Wistar.



ABSTRACT

Rodovalho-Callegari, F.V. A new proposal for the progesterone control of Luteinizing Hormone
surge during proestrus. 76f. Thesis (Doctoral)- Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

It is well known that the occurrence of preovulatory surge on proestrus depends on estradiol
pre-exposure followed by the acute action of progesterone, a hormone responsible for both the onset
and amplitude of this peak. However the origin of progesterone during this period is not clear yet.
While some authors argue that the adrenals contribute significantly to preovulatory progesterone,
others consider the ovary as the main source. The origin of progesterone that regulates the LH
preovulatory surge is not clear. Therefore, we determined here the profile and the source of
progesterone secretion during proestrus and its relationship with the LH preovulatory surge. At 7:00h
of the proestrus day, female rats were either submitted to jugular vein cannulation (control) or to
cannulation followed by ovariectomy (OVX), adrenalectomy (ADX), or sham surgery (Sham). Blood
samples were collected every 15 minutes between 11 and 13:45 h for progesterone, estradiol and
corticosterone measurements and hourly between 14 and 19 h for progesterone, estradiol and
corticosterone and LH measurements. Also, to better understand the pattern of adrenal progesterone
secretion and to verify if estrogen can modulate this secretion, seven-day ovariectomized rats were
treated with corn oil (OVO) or 17- estradiol (OVE) for 3 days. One, two, or three days after the last
injection, blood samples were withdrawn as described above. Since no difference was observed
between the control and Sham groups with regard to the preovulatory LH surge, the number of
oocytes or the plasma concentration of LH, progesterone, estradiol and corticosterone, data from

these groups were presented as a single group called Control. Upon proestrus, estradiol secretion was

similar between Control and ADX groups and significantly decreased in OVX group. As expected,
corticosterone secretion was completely abolished in ADX group, while it was similar between the
Control and OVX groups. In all groups basal progesterone levels were around 2pg/mL. In Control
group, we observed a significant increase in progesterone secretion, around 12-13h (surge 1: from 3.5
+ 1.1 to 22.3 £ 2.7 ng/mL) and after 15h a second progesterone surge (surge 2: from 10.5 + 2.2 to
43.0 + 2.5 ng/mL) as well as LH surge (25.4 £ 2.4 ng/mL). OVX group failed to present surge 2 of
progesterone (from 5.7 £ 2.2 to 6.5 £ 1.2 ng/mL), but LH surge (26.5 + 3.9 ng/mL) was identical to that
of Control group. In these rats, surge 1 was attenuated to 12.3 + 1.9 ng/mL. Both progesterone
surges 1 and 2 as well as LH surge were absent in ADX group (surge 1: from 2.0 + 0.3 to 4.5 £ 0,7

ng/mL; surge 2: from 2.2 £ 0.4 to 8.9 £ 3.6 ng/mL). In OVX rats, treated or not with estradiol, a surge



of similar magnitude of progesterone (probably from adrenal) was observed around noon (OVO: 19.0
t 5.7 ng/mL; OVE: 22.9 £ 5.3 ng/mL). We may conclude that 1) the surge 1 of progesterone is from
the adrenal glands and is important for the LH; 2) this surge seems to be circadian since the OVX rats
displays a daily rhythm of progesterone secretion, with a surge around 12 h; 3) the surge 2 of
progesterone surge originates from the ovary and is not required for the genesis of the LH surge; 4)
there is a potential crosstalk between the ovary and the adrenal gland. in a way that ovary influences
adrenal progesterone secretion and 5) the adrenal progesterone secretion is not influenced by

estradiol levels.

Key words: Luteinizin Hormone, Progesterone, Ovulation, Adrenal, Wistar Rats.
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Introducédo 19

Entre os eventos criticos da funcéo reprodutiva feminina estdo, o processo de
crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos, a ovulacdo e o ciclo de vida do
corpo luteo. Esta série coordenada de eventos, conhecida na mulher como ciclo
menstrual, € na maioria dos mamiferos como ciclo estral, esta sob controle muito
preciso de uma série de variagdes hormonais determinadas tanto por fatores
centrais como periféricos. Embora um grande numero de estudos sobre essa
questao tenha sido publicado nas ultimas décadas, sendo a maioria deles baseados
em experimentos com ratas, os mecanismos que coordenam a funcéo reprodutiva

nao estao ainda bem esclarecidos.

1.1)_A Rata Como Modelo Experimental: O ciclo reprodutivo da rata,

embora tenha algumas diferencas com o ciclo da mulher, apresenta também
importantes semelhancas. Enquanto o marco do ciclo menstrual em mulheres e em
primatas superiores € a menstruagdo, nas ratas e na grande maioria dos animais
este marco € o periodo da ovulagao, caracterizado pela receptividade sexual (cio) e
denominado estro (do grego oistrus: agitacao), razao pela qual o ciclo reprodutivo é
denominado de ciclo estral (FREEMAN, 1994). A duracédo do ciclo também varia
entre essas espécies: enquanto a mulher apresenta um ciclo menstrual de
aproximadamente 28 dias, o ciclo estral das ratas é, no geral, de 4 dias.

Na maioria dos animais a ovulagdo ocorre em consequéncia das
variagdes nas condicdes ambientais: razdo luz/escuro, disponibilidade de alimento,
quantidade de chuva, etc (ciclos sazonais), como no caso dos ovinos, caninos,
equinos, bovinos e varias espécies de primatas, ou em consequéncia do coito, como

na maioria dos felinos, camelideos, coelhas e furoes fémeas. No entanto, a rata faz



parte das poucas espécies que, em semelhanca a mulher, ovulam ciclica e
espontaneamente, independentemente de alteracbes sazonais ou de atividade
sexual. Além disso, a rata apresenta um perfil de secrecdo hormonal bastante
parecido aquele observado na mulher. Essas semelhancas, aliadas ao fato das ratas
terem um ciclo de curta duracao e de serem animais de pequeno porte e de facil
manutencao (o que permite a utilizacdo de um grande numero de animais para cada
estudo), fazem da rata um excelente modelo experimental para os estudos de
reproducado. Por abranger todas essas caracteristicas esse animal foi adotado como
modelo para o nosso estudo, motivo pelo qual descreveremos abaixo o ciclo estral

dessa espécie.

1.1.1) As fases do ciclo estral: A palavra “estro” foi utilizada por Heape,
em 1900, para definir a fase do ciclo em que a rata é receptiva ao macho. As outras
fases do ciclo sdo denominadas proestro, metaestro e diestro. O proestro precede o
estro e dura cerca de 12 a 14 horas, estendendo-se do inicio da manha até o inicio
da noite, quando a rata ja comeca a exibir comportamento de lordose caracteristico
da fase de estro. E no final da tarde do proestro que ocorrem os picos hormonais
pré-ovulatérios. A fase de estro, que se segue ao proestro, dura de 25 a 27 horas.
Apesar da longa duracao dessa fase, a rata s6 é receptiva ao macho do inicio da
noite até a madrugada (quando ocorre a ovulacédo), periodo comumente referido
como estro comportamental. Apos o estro, ndo ocorrendo concepgao, segue-se um
periodo de recuperacdo denominado metaestro, com duracdo de 6 a 8 horas,
seguido pelo diestro, que dura de 55 a 57 horas. Segue-se a essa fase um novo

proestro (FREEMAN, 1994; HEAPE, 1900).



1.1.2) O perfil hormonal do ciclo estral: O perfil da secrecdo de
gonadotrofinas, estradiol, progesterona e prolactina durante o ciclo estral foi descrito
por varios autores (FREEMAN, 1994). A concentracdo plasmatica de Hormdnio
Luteinizante (LH) durante o ciclo estral é a mais baixa na madrugada do estro,
imediatamente apds a ovulacdo e permanece baixa durante o metaestro e o diestro
até o inicio da tarde do préximo proestro. Entdo, por volta das 15h00 horas, ela
aumenta rapidamente para um pico ao redor das 17h00-18h00 horas que induz a
ovulacao cerca de 8 horas depois. Apds o pico, a concentracdo desse hormonio
diminui rapidamente até alcancar os seus valores basais na madrugada do estro.

O padrédo de secregdo do Horménio Foliculo Estimulante (FSH) no ciclo
estral é similar ao de LH. Apds o pico pré-ovulatério, a concentragdo de FSH
também diminui rapidamente, mas, diferentemente do LH, ha um pico secundario ao
redor das 3 horas da madrugada do estro. Entdo a concentragdo comeca a diminuir
até atingir valores basais no final da tarde do estro (SMITH, FREEMAN; NEIL, 1975).

A concentragao plasmatica de estradiol é baixa entre o estro e manha do
metaestro e comeca a aumentar na tarde dessa fase, alcancando valores mais altos
ao redor do meio-dia do proestro, caindo no fim da tarde e atingindo valores basais
no inicio da madrugada do estro. Essas variagcdes funcionam como gatilho para uma
cascata de eventos que induzem os picos pré-ovulatérios de gonadotrofinas e
prolactina (SMITH; FREEMAN; NEIL, 1975).

A progesterona apresenta um aumento de suas concentragdes
plasmaticas durante a tarde de proestro e o inicio do estro. Esse aumento ocorre
quase simultaneamente com aquele do pico pré-ovulatério de LH, atinge o pico
juntamente com o do LH e retorna as concentracdes basais na manha do estro.

Esse pico de progesterona é de origem folicular. Um segundo pico desse horménio,



de origem luteal, inicia-se ao meio-dia do metaestro, mantém-se na madrugada do
diestro e diminui para concentragdes basais no inicio da manha desse dia (SMITH;

FREEMAN; NEIL, 1975) (Fig. 1).

LH

FSH
S i

PROLACTINA :

‘-"‘-l—:__

ESTRADIOL

PROGESTERONA

Metaestro Diestro Proestro Estro

Figura.1: Perfil de secrecao de LH, FSH, prolactina, estradiol e progesterona durante
o ciclo estral de ratas. O tragco mais largo no eixo horizontal representa o periodo
escuro do ciclo claro-escuro (12h/12h). Na parte inferior do grafico sdo apresentadas
as fotomicrografias do epitélio vaginal caracteristico de cada fase do ciclo estral.
(ANSELMO-FRANCI JA; SZAWKA RE, 2005).



1.1.3) Determinacao das fases do ciclo estral: Cada uma das fases do
ciclo estral é facilmente determinada pela andlise diaria do tipo de células que
descama do epitélio vaginal, tecido altamente responsivo as variagdes da secregcao
de estradiol e progesterona acima descritas. No proestro, observa-se um numero
abundante de células epiteliais nucleadas, resultado da estratificagcao e proliferagéo
celular induzida pelos estrégenos, cuja concentragdo atinge o maximo no final da
manha& do proestro. No estro, os efeitos maximos das altas concentragbes de
estradiol traduzem-se pela corneificagdo celular observada no esfregago vaginal
desta fase. No metaestro, quando as concentragbes de estradiol permanecem
baixas, ainda persistem algumas poucas células corneificadas e outras nucleadas, ja
acompanhadas por um grande numero de leucécitos. No diestro, o esfregaco vaginal
apresenta apenas um infiltrado leucocitario, sem células epiteliais, consequiéncia da
acao da progesterona, bem como das baixas concentragdes de estradiol presentes

no estro e metaestro (LONG; EVANS, 1922) (Fig. 2).

Figura 2-Fotomicrografia de esfregaco vaginal de ratas com ciclos regulares de 4
dias. Todos os esfregagcos foram colhidos as 9:00 horas da manha. A: Proestro; B:
Estro; C: Metaestro; D: Diestro. Objetiva 10.



1.2)_Controle da secrecao de Gonadotrofinas: A liberacdo ciclica e

pulséatil das gonadotrofinas, que garante que o processo reprodutivo ocorra com
sucesso, esta sob a acado reguladora do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (SCHALLY et al., 1971). O GnRH é um decapeptideo sintetizado em corpos
celulares de neurdnios distribuidos difusamente em areas hipotalamicas e secretado
em pulsos nos terminais neuroendécrinos localizados na zona externa da eminéncia
mediana (CARMEL; ARAKI; FERIN, 1976). Uma vez secretado, o GnRH é
transportado pelos vasos porta até a adenohipofise, onde modula a sintese e a
secrecao das gonadotrofinas. Em fémeas, o pico de GnRH no proestro (CHING,
1982; SARKAR; CHIAPPA; FINK, 1976; XIA et al., 1992) fornece o gatilho neural
para os picos pré-ovulatérios de LH e FSH, induzindo assim a ovulagdo e a
perpetuacao da espécie.

Os corpos celulares dos neurbnios GnRH estao distribuidos difusamente por
varias estruturas cerebrais (BENNET-CLARK; JOSEPH, 1982; IBATA et al.,1979;
KING et al., 1985; NAIK, 1975). Enquanto em primatas, incluindo humanos, esses
neurdnios estdo mais densamente concentrados no nucleo arqueado do hipotalamo,
em roedores a maior concentracdo se da na area pré-éptica (APO), estrutura
localizada imediatamente anterior ao hipotalamo (KING et al., 1985; SILVERMAN;

KREY; ZIMMERMANN, 1979).

1.3)_Requlacdo do pico pré-ovulatério de gonadotrofinas pelos

esterdides gonadais: A liberagdo ciclica de LH e FSH durante o ciclo estral é

resultado de um controle de retroalimentagdo ora negativa, ora positiva dos
esterdides ovarianos, estrogeno e progesterona, sobre o eixo hipotalamo-hipofise-

gbnodas (HPG).



1.3.1) Retroalimentacao positiva e negativa do estradiol na regulacao
do pico de gonadotrofinas:

Os efeitos do estradiol na retroalimentagdo positiva e negativa da
secrecdo de gonadotrofinas sdo bem estabelecidos € uma revisdo compreensiva
desse tema, realizada por Everett, apareceu na literatura cientifica ja em 1964
(EVERETT, 1964), sendo esse conceito confirmado por estudos subseqlentes.

Retroalimentacao negativa: O aumento da secrecdo de
gonadotrofinas que ocorre apds a ovariectomia ou ap6s a menopausa, bem como a
queda de secrecdo desses horménios apos a reposicao estrogénica, nas situacoes
acima citadas, refletem a auséncia {constituem-exemplos-elassicos} do mecanismo
de retroalimentacédo negativa. Esse mecanismo é bastante rapido e ocorre na maior
parte de um ciclo reprodutivo. Durante toda a fase lutea e a maior parte da fase
folicular, concentracdes baixas ou moderadas de estrogenos sao capazes de inibir a
sintese e a liberagdo de GnRH e de gonadotrofinas (CEMEROGLU et al., 1998,
CHONGTHAMMAKUM; TERASAWA, 1993). Essa retroalimentacao negativa dos
estrégenos ocorre na adenohipéfise, no hipotalamo/Area pré-éptica medial (APOM)
e em neurbnios de outras areas que sao responsivos aos estrogenos. Na
adenohipoéfise, os estrégenos alteram a sintese de seus proprios receptores e dos
receptores para o GnRH de forma a inibir a liberacdo de LH. No entanto, neurdnios
do sistema nervoso central (SNC) parecem constituir o alvo mais importante para a
acao dos estrégenos nesse mecanismo inibitorio (para referéncias ver HERBISON,
1998; LEVINE, 1997).

Retroalimentacao positiva: O mecanismo de retroalimentagao
positiva ocorre tipicamente no periodo pré-ovulatério. O aumento gradual e depois

agudo da secrecao de estrogenos nesse periodo estimula, na hipdéfise, a proliferacao



de gonadotrofos e a sintese de LH e de receptores para o GnRH e para os
estrogenos. A literatura preconiza que, além desses efeitos, no hipotalamo os
estrogenos aumentam a sintese e posteriormente a liberacdo de GnRH (para
referéncias ver HERBISON, 1998). Enquanto o mecanismo de retroalimentacao
negativa € rapido, ocorrendo em minutos, o efeito positivo dos estrégenos tem uma
longa laténcia (horas ou dias). Esses mecanismos se sobrepéem durante o ciclo
reprodutivo de forma que, quando em presenca de concentracdes altas de
estrogenos por pelo menos 36 horas em primatas, 15 horas em ratas, ou 58 a 68
horas em mulheres, o efeito inibitério desses hormonios é substituido pelo excitatério
(LIU; YEN, 1983; MOENTER; CARATY; KARSCH, 1990; SARKAR; FINK, 1980; XIA
et al., 1992).

Em ratas, o mecanismo de retroalimentacao positiva, que induz o pico pré-
ovulatério, € bem demonstrado. Durante a fase mais lenta de secrecdo de
estrogenos ocorre a sintese de GnRH, o que prepara os estoques desse
neurohorménio para o pico. Isso é demonstrado em experimentos que mostram que
a expressao do RNAm para o GnRH na rata € baixa durante o estro, metaestro e na
manha do diestro (quando as concentracdes de estrogenos ainda sao baixas), e
comeca a aumentar ainda no diestro em funcdo do aumento da secrecdo de
estrogenos pelos foliculos em crescimento, sendo a maxima na manha do proestro,
periodo em que ocorre o aumento rapido pré-ovulatério de estrégenos (GORE;
ROBERTS, 1995; LEVINE et al., 1995; PETERSEN et al., 1995). Nesse periodo, 0
aumento de sintese ndo é acompanhado por um aumento de liberacdo, o que
colabora para a estocagem do GnRH. Além dos estrégenos estimularem a sintese
de GnRH e inibirem a sua liberacao, eles diminuem a sua degradacao, o que causa

um acumulo adicional dos estoques intracelulares deste neuroptideo nos neurénios



GnRH. De fato ha, na Eminéncia Mediana (EM), um acumulo de GnRH
recentemente sintetizado imediatamente antes do pico pré-ovulatorio (WISE;
RANCE; BARRACLOUGH, 1981). Esse efeito estimulador dos estrégenos no pico
de LH pode também ser demonstrado pela observacao dos picos diarios de LH que
ocorrem em ratas, macacas ou ovelhas ovariectomizadas quando tratadas com
estradiol (LEGAN; COON; KARSCH, 1975). Além disso, o bloqueio do aumento do
estradiol na fase de diestro (ASHIRU; BLAKE, 1980; NEILL; FREEMAN; TILISON,
1971), bem como a administracdo de antagonista (LABHSETWAR, 1970; SHIRLEY;
WOLINSKY; SCHWARTZ, 1968), ou de anticorpos para estradiol (FERIN et al.,
1969) inibem o pico pré-ovulatério de LH. Assim, tanto o pico de LH do proestro
como a secrecgdo circadiana nas ratas ovariectomizadas com reposi¢cao hormonal,
sdo dependentes de estradiol.

Embora tenha sido considerado que o estradiol seja capaz de induzir picos de
LH, esse conceito tem sido questionado por dados que demonstram que é a
progesterona de fato a responsavel pela génese dos picos de LH. Esta questao sera

discutida no item abaixo, que trata das a¢des da progesterona sobre o eixo HPG.

1.3.2: Retroalimentacao positiva e negativa da progesterona na regulacao

do pico de gonadotrofinas.

A progesterona tem sido reconhecida como um importante componente do
sistema de retroalimentacdo ovariano sobre a secrecdo de gonadotrofinas,
exercendo tanto efeitos facilitatérios como inbitérios na secrecédo desses hormdnios.

Retroalimentacao negativa: A administracdo de progesterona
suprime as concentragdes elevadas de LH (HAGIHARA et al., 1992; WIEGAND,

TERESAWA, BRIDSON, 1978) ap6s a ovariectomia e em varias espécies também



bloqueia a estimulacao dos picos de GnRH (KASA-VUBU et al., 1992; SKINNER et
al., 1998) e LH (DIERSCHKE et al., 1973, SCARAMUZZI et al., 1971) induzidos pelo
estradiol. Esses sdao exemplos classicos do mecanismo de retroalimentagdo negativa
da progesterona. Em condicdes fisiologicas, o principal efeito inibitério da
progesterona ocorre durante a fase lutea do ciclo reprodutivo, quando o aumento
das concentracdes de progesterona suprime, direta ou indiretamente, os picos de
gonadotrofinas nas espécies que ovulam espontaneamente, incluindo a espécie
humana (GIBSON; NAKAJIMA; McAULIFFE, 1991; LERANTH et al., 1992). Dessa
forma, a acdo de retroalimentacao negativa da progesterona previne a recorréncia
do pico de LH nos dias subseqlientes a ovulacao (FREEMAN; DUPKE; CROTEAU,
1976). Esse efeito ocorre por diminuicéo da freqiiéncia de pulsos de LH (SOULES et
al., 1984; WITKIN; PADEN;SILVERMAN, 1982), provavelmente por inducao de uma
diminuicao da frequéncia de liberacao de GnRH (KARSCH, 1987), associada a um
decréscimo no numero de receptores para o GnRH na adenohipoéfise (WITCHER et
al., 1984). A retroalimantacdo negativa, que mantém as concentracdes de
gonadotrofinas baixas no estro, diestro e na manha de proestro, depende de um
balanco entre as concentracées de estrogenos e progesterona. Animais castrados
perdem as acdes dessa retroalimentacao, resultando num aumento da freqtiéncia de
pulsos e da concentracdo de LH, provavelmente por exacerbagdo de outros
sistemas envolvidos na liberacdo de GnRH como, por exemplo, os aminoacidos
excitatorios (EAA), o neuropeptideo Y (NPY), a neurotensina (NT), a noradrenalina
(NA), a angiotensina (AT), etc. A participagédo estimuladora dessas substancias tem
sido mostrada em varios estudos (COLOMBO; RITTERMAN, 1983; NAVARRO;

CABRERA; DONOSO, 1994; SAITOH; SILVERMAN; GIBSON, 1991).



Retroalimentacao positiva: Classicamente, a acdo de
retroalimentagéo positiva dos estrégenos sobre o eixo HPG tem sido considerada
0 Unico sinal ovariano responsavel pela deflagracdo do pico de LH. No entanto,
esse conceito pode ser questionado com base em fortes evidéncias que
demonstram ser de fato a acdo da progesterona e/ou a ativagdo dos seus
receptores (PR) os elementos responsaveis pela génese dos picos de LH
“induzidos pelos estrégenos”. O fato de o pico de LH induzido pelo estradiol ser
menor tanto em duracdo como em amplitude, quando comparado ao pico pré-
ovulatorio do proestro (para referéncias ver MASHEH; BRANN, 1998), associado
a observagdo de que a administracdo do antagonista da progesterona, RU-486,
abole tanto o pico de LH do proestro (BAUER-DANTOIN et al., 1993) como o pico
de GnRH/LH induzido pelo estradiol (SKINNER et al., 1998), sugere que esse
aumento foi de fato induzido pela progesterona e nao pelo estradiol. Essa
hipotese é reforcada por estudos que utilizaram como modelo camundongos
fémeas nocautes para PR. Nesses animais, os picos de LH foram ausentes tanto
no proestro como apds a ovariectomia seguida pela reposicdo estrogénica com
regimes que induziram prontamente o pico de gonadotrofinas nos animais
controles (CHAPELL et al., 1999). Assim, supde-se que o estradiol secretado na
fase folicular seja de grande importancia para a ocorréncia dos picos de LH por
aumentar a sintese de receptores para a progesterona (uma acao ja bem
conhecida dos estrogenos) nos neurdnios da APO, e em varios outros grupos
neuronais envolvidos na génese do pico de GnRH (BETHEA et al., 1992;
DONCARLOS; GREENE; MORELL, 1989; ROMANO; KRUST; PFAFF, 1989)

permitindo, assim, que esta induza a liberagao de LH.



A maior dificuldade em se entender o significado fisiolégico dos efeitos de
retroalimentagéo positiva da progesterona no pico de LH tem sido a auséncia de
niveis significativamente elevados desse horménio no periodo que antecede a
deflagracado do pico pré-ovulatério de LH (FEDER; BROWN-GRANT; CORKER,
1971; KALRA; KALRA, 1974; KALRA, 1993; SMITH; FREEMAN; NEILL, 1975).
Sendo assim, dois modelos de acao da progesterona sao propostos. O primeiro
envolve a possibilidade de que os estrégenos induzam no cérebro a sintese “de
novo” de progesterona (MICEVYCH et al., 2003), provavelmente nas células gliais
(SINCHAK et al., 2003), o que forneceria uma exposicao adequada do sistema de
neurénios GnRH a progesterona no peridodo pré-pico, mesmo na auséncia de
concentracdes periféricas significantes desse horménio. A segunda proposta
sugere que, inicialmente, a transativagdo dos PR nao ocorre como consequéncia
da ligacdo da progesterona, mas ao contrario, resulta da ativacdo neural
intracelular do sistema de segundo mensageiro que pode transativar os
receptores de uma maneira independente do ligante (LEVINE, 1997). Nesse
modelo, o aumento nas concentracées de estradiol iniciaria ou aumentaria a
expressao de PR nas células que se projetam para os neurénios GnRH. Se esses
PR fossem transativados por outros estimulos que ndo a progesterona, eles
poderiam iniciar a regulacdo génica apropriada para o pico. Esse modelo poderia
explicar porque o bloqueio dos PR na auséncia de niveis sginificativos de
progesterona inibe o pico de LH. Além disso, elucidaria 0 mecanismo pelo qual a
progesterona ovariana, secretada concomitantemente com o pico de LH, poderia
retroalimentar e agora ativar os PR de uma forma dependente do ligante e

amplificar o pico de GnRH.



No entanto, dados obtidos por nés, em trabalho anterior (CALLEGARI, 2004),
sugerem que um terceiro modelo poderia explicar a acdo de retroalimentacéo
positiva da progesterona na genése do pico de LH. Nesse trabalho, observamos
que ratas ciclando regularmente apresentavam, além do aumento da secrecao de
progesterona de origem lUtea, que ocorre juntamente com o pico de LH, um pico
discreto, mas significativo da secrecao desse horménio entre 12h00 e 1300h do
proestro. Esse pico de progesterona ndo tem sido descrito na literatura. Nossa
hipotese é a de que esse pico de progesterona deva ser de origem adrenal, visto
que em ratas, no momento que antecede o pico pré-ovulatorio de gonadotrofinas,
ocorre um aumento da progesterona no sangue venoso da adrenal, o qual é muito
maior do que aquele do sangue venoso do ovario (SHAIKH; SHAIKH, 1975),
sugerindo que a progesterona de origem adrenal pode ser o elemento deflagrador

do pico pré-ovulatério de gonadotrofinas e ovulacao.

1.4. Origem da progesterona secretada durante a fase folicular do ciclo

ovariano:

Estudos em humanos e animais suportam a hip6étese de que a secrecao pré-
ovulatéria de progesterona, necesséria para a deflagracao do pico de LH se da
principalmente na adrenal. Em humanos, as concentragbes de progesterona na
veia adrenal sdo maiores do que na circulacao periférica (PETERSON, 1971) e a
desmoslase (P-450 scc), enzima necessaria para a sintese de progesterona, esta
presente ndo somente no corpo luteo e na teca interna do foliculo ovariano mas
também na adrenal (MILLER, 1998). Além disso, apesar da secrecdo de
progesterona durante a fase folicular, assim como na fase lutea, ocorrer em

pulsos e sua produgéo a partir do ovario ser intimamente dependente da agéo do



LH, mulheres com ciclos menstruais normais nao apresentam correlagdo entre os
pulsos de LH e progesterona. Similarmente, as concentragdes séricas e a
pulsatilidade da progesterona na fase folicular do ciclo menstrual ndo diferem
entre as mulheres com ciclos normais e anovulatérios. Mesmo quando a
pulsatilidade de LH, nas mulheres anovulatérias, € efetivamente restaurada pela
administracdo de citrato de clomifeno, as concentragcdes e a pulsatilidade da
progesterona permanecem inalteradas (JUDD et al., 1992). Esses dados sugerem
que pelo menos parte da progesterona secretada durante a fase folicular do ciclo
€ originada em outro local (que ndo o ovario), o qual nao é influenciado pelo LH.
Outro fato interessante é que, em ciclos de reproducdo assistida (RA), a
incidéncia de elevacao pré-ovulatéria da progesterona nas mulheres que fizeram
e nao fizeram uso do agonista GnRH (GnRH-a) é semelhante (EDELSTEIN et al.,
1990), sendo a administracdo de dexametasona altamente efetiva em bloquear
esse efeito (ELDAR-GEVA et al., 1998). Da mesma forma, mulheres que utilizam
dexametasona para tratamento de hiperplasia adrenal de inicio tardio e que séo
submetidas a estimulagdo ovariana com hMG, sem dessensibilizagdo prévia por
GnRH-a, ndo apresentam na fase pré-ovulatéria aumento nas concentracoes
séricas de progesterona (ELDAR-GEVA et al., 1998). Esses dados sugerem que o
eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) parece estar intimamente envolvido na

secrecao pré-ovulatéria de progesterona.

Estudos em animais também sugerem um importante papel da
progesterona secretada pela adrenal na deflagracdo do pico pré-ovulatério de LH. A

administragcdo do RU-486 a macacas ovariectomizadas, tratadas com estradiol (com

concentracdes estrogénicas proprias da fase folicular média), provoca, 3 horas

depois, um decréscimo agudo na secrecao de LH. Uma vez que as macacas sao



ovariectomizadas, sugere-se que esse antagonista tenha blogqueado a ag¢do da
progesterona originada em outra fonte que ndao o ovario, provavelmente a adrenal
(XIAO et al.,, 1997). Reforcando esses dados, a administracdo de corticotropina

(ACTH) a ratas ciclando ou ovariectomizadas tratadas com estradiol provoca, 30

minutos depois, um aumento significante na secrecdo progesterona e de

corticosterona, que culmina com aumento da secrecdo de LH (cerca de 6 horas

depois da injecao). Esse efeito é totalmente abolido tanto pela adrenalectomia como
pela administracdo de RU-486 e nao é observado em ratas que apresentam baixos
niveis estrogénicos (PUTNAM; BRANN; MAHESH, 1991).

Sendo assim, investigacoes sobre esse pico de progesterona que ocorre
entre 12h00 e 13h00 (CALLEGARI, 2004), do proestro tornam-se importantes, uma
vez que ele pode estar relacionado com o sucesso da ovulacao e que alteracdes no
seu perfil podem estar relacionadas a casos de infertilidade. Portanto, o objetivo do
nosso trabalho foi investigar o perfil e a origem da secrecdo de progesterona em
ratas durante o proestro e a sua relacdo com o pico pré-ovulatério de LH. Para
esclarecer melhor o local de origem da secrecdo de progesterona e 0s sinais
endocrinos envolvidos na sua regulacdo, nés também examinamos o padrao da
secrecdo de progesterona de ratas ovariectomizadas 7 dias antes tratadas ou néo

com estradiol.



Material e Métodos 34

2.1) Animais: Foram utilizadas ratas Wistar adultas, com peso corporal de 300g,
provenientes do Biotério Central do Campus USP de Ribeirdo Preto. Os animais
mantidos em gaiolas coletivas, num ambiente com temperatura (24 + 1°C) e luz (12
horas de claro e 12 horas de escuro, luzes acesas as 6h00) controladas, com agua e
racdo oferecidas “ad libitum”. Todos o0s procedimentos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo da Faculdade de Medicina
de Ribierdo Preto/USP (Licenca n° 060/2004) e realizados de acordo com o
“National Research Council’'s (NRC) Guide for Care and Use of Laboratory Animals”
(Institute for Laboratory Animal Research of the National Academy of Science,

Bethesda, MD; 1996).

2. 2) Planejamento experimental

2.2.1) Experimento I: Perfil e a origem da secrecao de progesterona em ratas
durante o proestro.

O objetivo desse experimento foi determinar a contribuicdo da progesterona
secretada pelo ovario e/ou pela adrenal na génese do pico pré-ovulatério de LH.

Ratas fémeas adultas Wistar apresentando 3 ciclos estrais regulares foram
submetidas apenas a canulagdo da veia jugular as 7:h00 da manha do proestro
(grupo controle) ou a canulagdo da veia jugular seguida pela cirurgia ficticia de
retirada do ovario e adrenal (grupo Sham), pela ovariectomia (grupo OVX) ou pela
adrenalectomia (grupo ADX). Imediatamente apdés o término dos procedimentos
cirurgicos, os animais foram colocados em gaiolas individuais e mantidos em
ambiente silencioso. Coletas seriadas foram realizadas a cada 15 minutos das
11h00 as 14h00 para melhor determinar o perfil de secrecao de progesterona nesse
periodo e a cada hora das 14h00 as 19h00 para tragar o perfil do pico pré-ovulatério
de LH, como do aumento de progesterona. Das 11h00 as 14h00, as amostras foram
de 150 pL, enquanto que das 14h00 as 19h00, de 300 pL. As 9h00 da manha

seqguinte, as ratas foram sacrificadas por decapitacdo e os ovidutos retirados para a



verificacdo da presenca de évulos. Imediatamente ap6s as colheitas sanguineas, o
plasma foi separado para posterior dosagem hormonal. Nas amostras colhidas no
primeiro intervalo de tempo foram realizadas as dosagens de progesterona e
corticosterona, e nas amostras colhidas no segundo intervalo de tempo, além desses

dois hormonios, também foi dosado o LH.

2.2.2) Experimento Il: Perfil da secrecao de progesterona de ratas
ovariectomizadas e a influéncia das concentracoes estrogénicas.

O objetivo deste experimento foi estudar o perfil da secrecao de progesterona
pela adrenal e se este poderia ser modulado pelas concentracdes estrogénicas.

Ratas Wistar adultas apresentando trés ciclos estrais regulares foram OVX

na tarde do metaestro. A partir do quarto dia apdés a OVX os animais foram
submetidos a administracao subcutanea de éleo de milho (Grupo OVO) ou de 17-
B-estradiol (Grupo OVE), por 3 dias consecutivos, as 9h00 da manha. Na tarde do
dia anterior a colheita sanguinea, uma canula foi implantada na veia jugular. Um,
dois ou trés dias ap6s a ultima injecdo (D1, D2 e D3), amostras de sangue
(150uL) foram coletadas a cada 15 min, das 11h00 as 14h00, e a cada hora, das

14h00 as 19h00, para dosagem de progesterona.

2.3) Ciclo estral: Em ambos experimentos, as ratas foram mantidas em caixas
plasticas (40 x 32 x 17cm), em grupo de cinco por caixa, e o ciclo estral foi
acompanhado diariamente por meio do esfregaco vaginal, colhido por volta das

9h00 da manha, e analisado a fresco em microscopio dptico.

2.4) Anestesia: Para a realizagdo de qualquer procedimento cirdrgico do

experimento |, os animais foram anestesiados com injecéo intraperitoneal de solucéao



de Tribromoetanol (TBE, Aldrich Chem Comp Inc) 2,5% em solucdo salina, na dose
de 1 ml/100g de peso. Optamos pelo uso desse anestésico, pois ele nao afeta a
amplitude nem o horario de deflagracao do pico de LH (POLETINI et al., 2003). Para
os procedimentos cirirgicos do experimento I, os animais foram anestesiados
intraperitonealmente com uma mistura de ketamina (0,08mL/100g; Agner) e xilasina
(0,07mL/100g; Coopers do Brasil) para a ovariectomia, e com TBE para a canulagao
da veia jugular.
2.5) Cirurgia Ficticia (SHAM): As ratas foram submetidas a uma incisao
mediana, com aproximadamente 3cm de extensdo, na transi¢cdo téraco-lombar,
abrangendo pele e subcutdneo. O acesso a cavidade peritoneal foi obtido por
meio de incisdes laterais, com 0,5 cm de extensdo, abragendo parede muscular e
peritbneo parietal. Tanto os ovarios como as adrenais foram cuidadosamente
manipulados com o férceps, sem o comprometimento da superficie, inervacao e

irrigacao dos 6rgaos.

2.6) Adrenalectomia: As ratas do experimento | foram adrenalectomizados
bilateralmente, utilizando as incisbes descritas no item 2.5, por meio das quais as

adrenais foram cuidadosamente isoladas e retiradas com o auxilio de um férceps.

2.7) Ovariectomia: As ratas do experimento | foram ovariectomizados
bilateralmente, utilizando as incisbes descritas no item 2.5, enquanto para as
ratas do experimento |l foram utilizadas incisdes laterais de cerca de 1cm. Os
ovarios e o Utero foram cuidadosamente expostos e ap6s ligadura entre essas

duas estruturas, os ovarios foram retirados.



2.8) Canulacao da veia jugular: Apdés a anestesia, uma cénula de Silastic
(Silastic, Dow Corning, id: 0,51mm e od: 0,94) foi introduzida na veia jugular
externa, conforme técnica descrita por Harms e Ojeda (1974). Esta canula foi
mantida preenchida com uma solugao fisioldgica heparinizada estéril (200 U.l de

heparina sédica/mL de solucao salina 0,9%) até o inicio das colheitas sanglineas.

2.9) Cuidados pés-cirurgicos: E reconhecido que qualquer intervengao cirdrgica
podera provocar efeitos prolongados, que afetarao o resultado final do
experimento. Sendo assim, apds as cirurgias 0s animais receberam para controle
da dor, uma dose de antiinlamatério ndo hormonal (Banamine Injetavel/
SCHERING-PLOUGH), na dose de 0,3 mlL/animal,.via subcutdnea, e para
profilaxia da infeccdo, uma dose de Pentabibdtico Veterinario (FONTOURA-
WYETH S.A), na dose de 0,2mlL/animal, via intramuscular. Para os animais

adrenalectomizados, uma solu¢ao de NaCl 0,9% foi oferecida para beber.

2.10) Reposicdo Hormonal: As ratas ovariectomizadas do grupo OVE, do

experimento Il, receberam injecées subcutidaneas de 17p-Estradiol (E-8875,

Sigma), utilizando-se oleo de milho como veiculo, na dose de 5ug/0,2mL/rata, as

9h da manha, durante trés dias consecutivos. O grupo controle (OVO) recebeu

as mesmas injecoes, apenas do veiculo (6leo).

2.11) Ovulacdo: Na manha do estro, apdés decapitacdo, os ovarios foram

retirados, dissecados, e as trompas de faldépio separadas e colocadas numa



lamina de vidro contendo solucéo fisioldgica. Apds a divulsdo do tecido adjacente,
e a exposicdo adequada de toda a trompa, uma segunda lamina de vidro foi
colocada sobre a primeira e ambas foram adaptadas em uma peca adequada que
permitiu a compressdao das mesmas. A presenca de Ovulos foi verificada em

microscépio, por transparéncia, através das paredes das trompas.

2.12) Colheitas sangliineas: Vinte minutos antes do inicio das colheitas
sanglineas, uma extensao de tubo de polietileno (PE-50) com aproximadamente
40 cm de comprimento, preenchida com solucao de salina estéril, foi conectada a
canula de Silastic, que entao foi lavada para remocao de eventuais coagulos. Em
ambiente silencioso, as colheitas foram realizadas em seringas heparinizadas.
Ap6s cada colheita, um volume igual de solucdo de salina estéril foi reposto.
Todas as amostras de sangue foram centrifugadas a 4°C, durante 15 minutos, a
1200 g, e o plasma separado e estocado a -20°C para posterior dosagem

hormonal.

2.13) Dosagens Hormonais: As dosagens hormonais foram realizadas no
laboratério de Neuroendocrinologia do Prof Dr Celso Rodrigues Franci, da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, utilizando o método de radioimunoensaio
(RIE). Para o LH, foi utilizado um Kit especifico fornecido pelo National Institute of
Arthritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIADDK; Torrance, CA, USA). O
anticorpo primario foi o anti-rat LH-S10 e a preparacao padrdo o LH - RP3. A dose
minima detectavel foi de 0,2 ng/ml e o erro intra-ensaio de 4%. As concentracdes
plasmaticas de progesterona e estradiol foram determinadas por meio dos kits da
MAIA (BioChem ImmunoSystem, ltalia S.P.A), e o erro intra e inter-ensaio foi de

2,5% e 3,2% respectivamente. Para dosagem de corticosterona, as amostras



plasmaticas, de todos os grupos experimentais, foram previamente submetidas a
separacado desse horménio dos demais elementos plasmaticos por extragdo com
etanol absoluto. Para cada amostra de 10uL de plasma foram acrescentados 500uL
de etanol absoluto. Em seguida, os tubos contendo o homogenato (plasma + etanol)
foram agitados com vigor, por 15 segundos e centrifugados por 15 min, a 2000 rpm,
a 4° C. Apds a centrifigacao, o sobrenadante foi vertido em um novo tubo de ensaio
e liofilizado por 3 horas. Ao fim desse processo, as amostras foram ressuspensas
em 200 ul de tampao fosfato gel 0,1%, vedadas e armazenadas no freezer -20° C
até o dia da realizacdo do RIE. No RIE da corticosterona, utilizamos padrao e
anticorpos primarios Sigma (USA) e horménio triciado Amershan (USA). Para
confeccao da curva padrdao foram realizadas diluicbes sucessivas (1:2) do padréao
(20ng/mL) e as seguintes concentracdes foram obtidas: P1o: 20ng/mL; Pg: 10ng/mL;
Ps: 5ng/mL; P7: 2,5ng/mL; Ps: 1,25ng/mL; P4: 0,3125ng/mL; P3: 0,156ng/mL; P»:
0,078ng/mL; P4: 0,039ng/mL. Apds o padrdo (50 uL) ou a amostra (10 ul para os
grupos controle, SHAM e OVX e 100 ul o grupo ADX) serem pipetados em cada
tubo, foram adicionados o anticorpo primario (100 uL), o horménio triciado (50 ul
/5.000 pulsos), e o volume final da reagéo calibrado para 600 uL com tampéao fosfato
gel 0,1%. Durante todo procedimento, as amostras foram mantidas no gelo- A seguir,
as amostras foram agitadas por 15 segundos e mantidas a temperatura ambiente
por 20 a 24 horas. Para a separagdao do complexo foi utilizado carvao ativado
(200uL) devidamente homogeinizado. Apés o carvao ter sido adicionado as
amostras, estas foram rapidamente agitadas e mantidas em repouso no gelo por 15
min. Ao fim desse periodo, as amostras foram centrifugadas por 20 min, a 2500 rpm,
€ 0 sobrenadante vertido em um tubo com tampa, onde foram acrescentados 2,5 mL

de liquido de cintilagdo. Esses tubos foram agitados por 1 min e levados ao leitor de



radiacao beta. O erro intra-ensaio para corticosterona foi de 5,8%. Os resultados das
dosagens de progesterona, corticosterona e LH foram expressos em ng/mL e os
resultados dos estradiol em pg/mL. As amostras de cada experimento (I e Il) foram
determinadas em duplicatas, em um mesmo ensaio, para evitar a variacao inter-

ensaio dos resultados.

2.14) Analise Estatistica: Os dados apresentados como valores percentuais foram
analisados pelo teste exato de Fisher para dados nominais. As concentragdes
plasmaticas de todos horménios estudados sdo apresentados como média * erro
padrao da média (EPM). As diferencas dos resultados entre os grupos
experimentais, bem como entre os diversos horarios, foram determinadas pelo teste
de analise de varidncia (ANOVA) de duas vias, para medidas repetidas e
comparagbes multiplas. No experimento |, as diferengas entre a quantidade total de
LH e também de progesterona secretadas (AUC) foram determinadas pelo teste
ANOVA de uma via. Sempre que necessario, a analise de variancia foi seguida pelo
pds-teste de Bonferoni. As diferencas entre o numero de oécitos no experimento |
bem como a AUC de progesterona no experimento Il foram determinadas pelo teste
t de Student. O nivel critico foi fixado em 5% (p<0,05) para se admitir uma diferenca

de valores como estatisticamente significantes.
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Uma vez que nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os grupos

Controle e Sham em relacdo ao nimero de animais que apresentaram o pico pré-
ovulatério de LH na tarde do proestro, ao nimero de odécitos presentes nos ovidutos
na manha do estro, bem como as concentragdes plasmaticas de LH, progesterona e
corticosterona, os dados referentes a esses dois grupos foram agrupados e seréao

apresentados nas Fig.s 3, 4, 5, 7 e 8 como um Unico grupo denominado Controle.

3.1) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do

proestro sobre a ocorréncia do pico de LH e a ovulacao.

A maioria dos animais estudados nos grupos Controle e OVX apresentou o
pico pré-ovulatorio de LH (Controle: 24 em 28 animais, 85,7%; OVX:13 em 15
animais, 86,6%). No entanto, a adrenalectomia realizada na manha do proestro
reduziu significativamente a ocorréncia do pico de LH, o qual ocorreu em 2 dos 13
animais (ADX: 15,4%) (Fig. 3). As duas ratas que ovularam no grupo OVX
apresentaram o numero de o6citos no oviduto (6,5 = 2,5) similar aquele observado
no grupo Controle (8,0 £ 1,17).
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Figura 3: Percentual de ratas que exibiram pico pré-ovulatério de LH na tarde do
proestro. Os animais foram submetidos apenas a canulacao da veia jugular as 7h00
do mesmo dia (grupo Controle) ou a canulagao da veia jugular seguida pela: cirurgia
ficticia de retirada do ovario e adrenal (grupo Sham), ovariectomia (grupo OVX) ou
adrenalectomia (grupo ADX). Desde que nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os animais dos grupos Controle e Sham os dados dos dois grupos
foram agrupados e apresentados como um Uunico grupo denominado Controle.
Enquanto nos grupos Controle e OVX a maioria dos animais estudados apresentou
pico de LH (Controle: 24 em 28 animais; OVX:13 em 15 animais) a adrenalectomia
inibiu significativamente a ocorréncia do pico de LH (ADX: pico de LH em 2 de 13
animais) (*teste exato de Fisher, p<0.05).



3.2) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do

proestro no perfil e na amplitude do pico pré-ovulatério de LH .

Serao descritos abaixo apenas os dados referentes a resposta predominante
de cada grupo, ou seja, os dados dos animais que apresentaram pico de LH nos
grupos Controle e OVX e do grupo ADX, os dados dos animais nos quais o pico de
LH n&o ocorreu.

As concentracdes basais de LH (as 14h00) das ratas em proestro foram
similares as dos demais grupos estudados (Controle, OVX e ADX) (Fig. 4.A).
Embora o pico de LH tenha ocorrido nas ratas Controle e OVX, no grupo Controle, a
maioria dos animais apresentou o pico de LH apds as 17h00, enquanto no grupo
OVX a maioria dos animais exibiu o pico antes das 17h00 (Fig. 4.B), sugerindo uma
antecipacao do pico de LH. No entanto, nenhuma diferenca foi observada nem na
quantidade total de LH secretado (Fig. 4.C), nem na amplitude do pico de LH,
calculado pelo alinhamento dos valores de pico desse hormonio no tempo zero nos
grupos Controle e OVX (Fig. 4.D). Enquanto o pico pré-ovulatério de LH nao foi
afetado pela ovariectomia, ele foi completamente abolido pela adrenalectomia (Fig.
4.Ae4.C).
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Figura 4: A. Concentragbes plasmaticas de LH de ratas no proestro submetidas
apenas a canulacao da veia jugular as 7h00 do mesmo dia (grupo Controle) ou a
canulagéo da veia jugular seguida pela: cirurgia ficticia de retirada do ovario e
adrenal (grupo Sham), ovariectomia (grupo OVX) ou adrenalectomia (grupo ADX).
Desde que nenhuma diferencga significativa foi observada entre os animais dos
grupos Controle e Sham os dados dos dois grupos foram agrupados e
apresentados como um unico grupo denominado Controle. Os dados representam
a média + o EPM apenas dos ratos que apresentaram a resposta predominante,
ie, pico de LH nos grupos controle e OVX e auséncia de picos no grupo ADX. *
p<0,05 vs grupos Controle. B. NUmero percentual de ratas que apresentaram pico
de LH antes e ap6s as 17h00. * teste exato de fisher < 0,05 vs ap6s as 17h00. C.
Média £ EPM da area sob a curva das concentracoes plasmaticas de LH na tarde
do proestro. Letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes. D. As
maximas concentracoes plasmaticas de LH no proestro de cada rata foram
alinhadas no tempo zero; ndo foram observadas diferengas na amplitude do pico
de LH entre os grupos Controle e OVX. (): nUumero de animais.



3.3) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do
proestro sobre a secrecao de corticosterona e estradiol.

O perfil da secrecao de corticosterona durante o proestro foi similar nos grupos
Controle e OVX. Em ambos o0s grupos, as concentragdes plasmaticas de
corticosterona ja se encontravam elevadas as 11h00 (Controle: 187,3 £ 18,65 ng/mL,
OVX: 232,8 + 33,25 ng/mL) quando comparadas as concentracdes fisiologicas
basais observadas em animais decapitados (42,78 + 11,00 ng/mL) (CALLEGARI,
2004) e decairam, atingindo o menor valor as 15h00. Apds esse horéario, as
concentracdes de corticosterona nos grupos Controle e OVX apresentaram um
aumento discreto, atingindo o nivel médio de 230 ng/mL as 19h00 , o que representa
provavelmente um ritmo circadiano da secreg¢ao de corticosterona. Como esperado,
a adrenalectomia aboliu completamente a secrecéo de corticosterona (Fig.5.A).

Os animais do grupo OVX apresentaram uma reducdo significativa na

secrecdo de estradiol, quando comparados aos animais Controles e ADX. A
quantidade total de estradiol secretado das 11h00 as 19h00, calculada pela area sob
a curva, foi de 122,5 £ 7,37 ng/mL (n=21) para o grupo Controle, 64,22 + 9,87 ng/mL

(n=11) para o grupo OVX e 103,2 + 9,39 ng/mL (n=11) para o grupo ADX (Fig.5.B).
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Figura 5: A. Perfil das concentragdes plasmaticas de corticosterona de ratas no
proestro submetidas apenas a canulacao da veia jugular as 7:00h do mesmo dia
(grupo Controle) ou a canulagao da veia jugular seguida pela: cirurgia ficticia de
retirada do ovario e/ou adrenal (grupo Sham), ovariectomia (grupo OVX) ou
adrenalectomia (grupo ADX). Os dados dos grupos Controle e Sham foram
apresentados como os de um Unico grupo denominado Controle. Amostras
sanguineas foram coletadas a cada 15 min das 11h00 as 14h00 e cada hora das
14h00 as 19h00. Os dados representam a média + EPM. * p<0,05 vs grupos
controle e OVX. B. Média + EPM da area sob a curva das concentracoes
plasmaticas de estradiol de cada rata no periodo das 11h00 as 19h00. Letras
diferentes significam valores estatisticamente diferentes. ( ): nUmero de animais.



3.4) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do
proestro sobre a secrecao de progesterona.

Amostras representativas do perfil individual da secrecédo de progesterona sao
demonstradas na Fig. 6. Um aumento da secrecdo de progesterona (pico) foi
observado entre as 12h00 e 14h00 no grupo Controle (pico 1). Apesar desse pico
estar presente em cada rata do grupo Controle, sua magnitude variou entre os
animais desse grupo experimental. Tanto a ovariectomia como a adrenalectomia
influenciaram negativamente a ocorréncia desse pico de progesterona (ver analise
na Fig. 6).

Para avaliar o efeito da OVX e da ADX sobre a amplitude desse pico os
maiores valores das concentracdes de progesterona no periodo das 11h00 as 14h00
de cada animal foram alinhados no tempo zero (Fig. 7.A). As concentragdes basais
de progesterona foram mais baixas que 5ng/mL na manha do proestro em todos os
grupos experimentais e aumentaram para valores superiores a 20 ng/mL no
momento do pico de LH, no grupo Controle (Fig. 6 e 7.A). Esse pico de progesterona
foi significativamente atenuado pela ovariectomia (cerca de 45%) e praticamente
abolido pela adrenalectomia (Pico 1 P4 controle: 22, 32 = 2,65; Pico 1 P4 oyx: 12,31 &
1,93; Pico 1 P4 apx: 4,45 + 0,66) (Fig. 6 e 7.A). Da mesma forma, a quantidade total
de progesterona secretada nesse periodo de tempo (medida pela area sob a curva)
foi reduzida em cerca de 40 % pela ovariectomia e em 80% pela adrenalectomia
(ASC P4 controle: 23,55 + 2,26 ng/mL; ASC P4 ovx: 14,02 £ 1,59; ASC P4 apx: 5,04
0,57 ng/mL) (Fig. 7.B).

No periodo das 14h00 as 19h00 o grupo Controle apresentou um aumento
continuo e sustentado das concentracoes plasmaticas de progesterona (pico 2),

enquanto que nos grupos OVX e ADX essas concentragdes permaneceram baixas e



constantes (Fig. 7.C). Tanto a OVX como a ADX provocaram uma redugdo da
mesma magnitude (cerca de 83%) na quantidade total de progesterona nesse
periodo de tempo (ASC P4 controle: 151.9 £ 10.19 ng/mL; ASC P4 ovx: 23.73 * 6.8;

ASC P4 apx: 21.61 £ 4.62 ng/mL) (Fig. 7.D).
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Figura 6: Perfil individual da secrecao de progesterona de ratas submetidas as 7:00 h da manha do
proestro apenas a canulagao da veia jugular (grupo Controle) ou a canulagéo da veia jugular seguida
pela cirurgia ficticia de retirada do ovério e adrenal (grupo Sham), ovariectomia (grupo OVX) ou
adrenalectomia (grupo ADX). Amostras sanguineas foram coletadas a cada 15 min das 11:00 as
14:00h e cada hora das 14:00 as 19:00 h.
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Figura 7: Perfil das concentracdes plasmaticas de progesterona de ratas no proestro submetidas
apenas a canulacao da veia jugular as 7:00 h do mesmo dia (Grupo Controle) ou a canulagao da veia
jugular seguida pela cirurgia ficticia de retirada do ovéario e adrenal (Grupo Sham), ovariectomia
(Grupo OVX) ou adrenalectomia (Grupo ADX). Dados dos grupos Controle e Sham foram agrupados
e apresentados como um unico grupo denominado Controle. Amostras sanguineas foram coletadas a
cada 15 min das 11:00 as 14:00 h e cada hora das 14:00 as 19:00 h. Os dados representam a média
+ EPM. A. Os dados das 11:00 as 14:00 h foram alinhados de modo que o tempo zero representasse
o0 horario de pico progesterona de cada animal. * p<0,05 vs grupo ADX, * p<0,05 vs grupo OVX. C.
Dados das 14:00 as 19:00 h. # p<0,05 vs grupo Controle, ** p<0,05 vs 14:00 h do mesmo grupo
experimental. Barras (B, D) representam a média * o erro padrao da média da area sob a curva de
progesterona de cada animal durante os dois periodos de tempo estudados (11:00 -14:00 h e 14:00 -
19:00 h). Letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes (p<0,05). ( ): nimero de
animais.



3.5) Correlacao do perfil da secrecao de progesterona no proestro e a ocorréncia do
pico de LH.

A Fig. 8 correlaciona os dois picos de progesterona (picos 1 € 2) com a ocorréncia do pico
pré-ovulatério de LH. Nas ratas Controle (Fig. 8.A), os dois picos estavam presentes e o pico de LH
ocorreu normalmente. O grupo OVX apresentou apenas o pico 1 de progesterona, o qual foi de
menor magnitude. Nesse grupo a amplitude do pico de LH foi similar a observada no grupo Controle
(Fig. 8.B), apesar do aumento da secrecao de progesterona apds as 15:00 h ter sido abolido pela
ovariectomia. Por outro lado, o pico de LH foi completamente bloqueado na maioria das ratas do
grupo ADX, quando os dois picos de progesterona estavam ausentes (Fig. 8.C.). A tabela na Fig. 8

resume os resultados.
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Figura 8: Representagédo esquematica demonstrando a correlagao entre a secregéo de progesterona
(linas continuas) e a ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH (linhas pontilhadas) durante o dia do
proestro de ratas submetidas apenas a canulagédo da veia jugular as 7:00 h do mesmo dia (Grupo
Controle) ou a canulagé@o da veia jugular seguida pela cirurgia ficticia de retirada do ovario e adrenal
(Grupo Sham), ovariectomia (Grupo OVX) ou adrenalectomia (Grupo ADX). Dados dos grupos
Controle e Sham foram agrupados e apresentados como um Unico grupo denominado Controle.Dois
picos de progesterona foram observados durante o dia do proestro: entre as 11:00 e 14:00 h (pico 1)
e 14:00e 19:00 h (pico 2). Quando o pico1, mas ndo o pico 2, foi abolido a ocorréncia do pico de LH
foi completamente bloqueada (Tabela).



3.6. Perfil da secrecao de progesterona de ratas ovariectomizadas e a influéncia das

concentracoes estrogénicas.

A Fig. 9 representa uma amostragem do perfil individual da secrecao de
progesterona de ratas ovariectomizadas tratadas com o6leo (grupo OVO) ou 17-3-
estradiol (grupo OVE), por 3 dias consecutivos, nos dias 1, 2 e 3 ap6s a ultima
injecao (D1, D2 e D3) (n: 3-4 ratas/dia). No periodo das 14:00 h as 19:00 h, as
concentracdes plasmaticas de progesterona permaneceram baixas e constantes em
todos os grupos (Fig. 9). No entanto, entre as 11:00 e 14:00 h, os animais dos trés
grupos OVO (D1, D2 e D3) apresentaram um aumento claro nas concentragdes de
progesterona (pico) apesar da baixas concentragdes de estradiol (aproximadamente
7,0; 9,2; 9,0 pg/mL nos dias D1, D2 e D3 respectivamente). Da mesma forma, nos
grupos OVE (D1, D2 e D3) esse pico ocorreu apesar do decréscimo das
concentragcdes plasmaticas de estradiol (aproximadamente 137,9; 95,9 e 16,4 pg/mL
nos dias D1, D2 e D3 respectivamente). O aumento nas concentracées plasmaticas
de progesterona foi observado em cada rata dos seis grupos experimentais e sua
magnitude variou entre os animais do mesmo grupo experimental. No entanto,
nenhuma diferenca foi observada entre as concentracbes médias dos picos de
progesterona nos dias D1, D2 e D3. Portanto, os dados dos trés dias estudados
foram agregados e apresentados na Fig. 10 como grupos unicos (OVO e OVE). Para
avaliar a amplitude dos picos de progesterona entre as 11:00 e 14:00 h, bem como a
influéncia da reposicao de estradiol nessa secrecdo, os maiores valores das
concentracdes de progesterona de cada animal foram alinhados no tempo zero
(Fig.10.A). A quantidade total de progesterona secretada nesse periodo foi também

calculada (Fig.10.B). A amplitude do pico de progesterona nas ratas OVO e OVE foi



aproximadamente 20ng/mL (similar aquela das ratas do grupo Controle; veja

Fig.7.A), e a secrecdo de progesterona nao foi influenciada pelas concentracoes

estrogénicas (Fig. 10.B).
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Fig. 9: Perfil individual da secrecdo de progesterona de ratas ovariectomizadas ha 7 dias e
submetidas a administracdo subcutanea de 6leo de milho (Grupo OVO) ou de 17B-estradiol (Grupo
OVE) por trés dias consecutivos. Um, dois ou trés dias ap6s a Ultima inje¢dao, amostras de sangue
foram coletadas a cada 15 minutos das 11:00 as 14:00 h e a cada hora das 14:00 as 19:00 h.
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Figura 10: A. Concentragbes plasmaticas de progesterona no periodo das 11:00 h as 14:00 h de
ratas ovariectomizadas ha 7 dias tratadas com o6leo de milho (Grupo OVO) ou de 17B-estradiol
(Grupo OVE) por trés dias consecutivos. Um, dois ou trés dias apds a ultima injecdo, amostras de
sangue foram coletadas a cada 15 minutos das 11:00 as 14:00 h. Os dados representam a média + o
erro padrao da média nos trés dias estudados. Dados foram alinhados de modo que o tempo zero
representasse 0 hordrio de ocorréncia do pico progesterona de cada animal. B. Os dados
representam a média + o EPM da area sob a curva de progesterona de cada animal. ( ): nUmero de
animais.

Uma vez que nenhuma diferenca significativa foi detectada entre os grupos Controle e Sham
em relacao ao numero de animais que apresentaram o pico pré-ovulatorio de LH na tarde do proestro,
ao numero de odcitos presentes nos ovidutos na manha do estro, bem como as concentracdes
plasmaticas de LH, progesterona e corticosterona, os dados referentes a esses dois grupos foram

agrupados e serao apresentados nas Fig.s 3, 4, 5, 7 e 8 como um unico grupo denominado Controle.

3.1) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do

proestro sobre a ocorréncia do pico de LH e a ovulacao.

A maioria dos animais estudados nos grupos Controle e OVX apresentou o
pico pré-ovulatorio de LH (Controle: 24 em 28 animais, 85,7%; OVX:13 em 15



animais, 86,6%). No entanto, a adrenalectomia realizada na manha do proestro
reduziu significativamente a ocorréncia do pico de LH, o qual ocorreu em 2 dos 13
animais (ADX: 15,4%) (Fig. 3). As duas ratas que ovularam no grupo OVX
apresentaram o numero de o6citos no oviduto (6,5 * 2,5) similar aquele observado
no grupo Controle (8,0 £ 1,17).
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Figura 3: Percentual de ratas que exibiram pico pré-ovulatério de LH na tarde do proestro. Os
animais foram submetidos apenas a canulagdo da veia jugular as 7h00 do mesmo dia (grupo
Controle) ou a canulagédo da veia jugular seguida pela: cirurgia ficticia de retirada do ovério e adrenal
(grupo Sham), ovariectomia (grupo OVX) ou adrenalectomia (grupo ADX). Desde que nenhuma
diferenca significativa foi observada entre os animais dos grupos Controle e Sham os dados dos dois
grupos foram agrupados e apresentados como um Unico grupo denominado Controle. Enquanto nos
grupos Controle e OVX a maioria dos animais estudados apresentou pico de LH (Controle: 24 em 28
animais; OVX:13 em 15 animais) a adrenalectomia inibiu significativamente a ocorréncia do pico de
LH (ADX: pico de LH em 2 de 13 animais) (*teste exato de Fisher, p<0.05).



3.2) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do proestro no perfil e

na amplitude do pico pré-ovulatério de LH .

Serao descritos abaixo apenas os dados referentes a resposta predominante
de cada grupo, ou seja, os dados dos animais que apresentaram pico de LH nos
grupos Controle e OVX e do grupo ADX, os dados dos animais nos quais o0 pico de
LH n&o ocorreu.

As concentracdes basais de LH (as 14h00) das ratas em proestro foram
similares as dos demais grupos estudados (Controle, OVX e ADX) (Fig. 4.A).
Embora o pico de LH tenha ocorrido nas ratas Controle e OVX, no grupo Controle, a
maioria dos animais apresentou o pico de LH apds as 17h00, enquanto no grupo
OVX a maioria dos animais exibiu o pico antes das 17h00 (Fig. 4.B), sugerindo uma
antecipacao do pico de LH. No entanto, nenhuma diferenca foi observada nem na
quantidade total de LH secretado (Fig. 4.C), nem na amplitude do pico de LH,
calculado pelo alinhamento dos valores de pico desse hormonio no tempo zero nos
grupos Controle e OVX (Fig. 4.D). Enquanto o pico pré-ovulatério de LH nao foi
afetado pela ovariectomia, ele foi completamente abolido pela adrenalectomia (Fig.
4.Ae4.C).
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Figura 4: A. Concentragbes plasmaticas de LH de ratas no proestro submetidas apenas a
canulacao da veia jugular as 7h00 do mesmo dia (grupo Controle) ou a canulagéo da veia jugular
seguida pela: cirurgia ficticia de retirada do ovario e adrenal (grupo Sham), ovariectomia (grupo
OVX) ou adrenalectomia (grupo ADX). Desde que nenhuma diferenga significativa foi observada
entre os animais dos grupos Controle e Sham os dados dos dois grupos foram agrupados e
apresentados como um unico grupo denominado Controle. Os dados representam a média + o
EPM apenas dos ratos que apresentaram a resposta gredominante, ie, pico de LH nos grupos
controle e OVX e auséncia de picos no grupo ADX. ™ p<0,05 vs grupos Controle. B. Niumero
percentual de ratas que apresentaram pico de LH antes e apds as 17h00. * teste exato de fisher <
0,05 vs apds as 17h00. C. Média £ EPM da area sob a curva das concentragdes plasmaticas de
LH na tarde do proestro. Letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes. D. As
méaximas concentragdes plasmaticas de LH no proestro de cada rata foram alinhadas no tempo
zero; nao foram observadas diferengas na amplitude do pico de LH entre os grupos Controle e
OVX. (): nimero de animais.



3.3) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do
proestro sobre a secrecao de corticosterona e estradiol.

O perfil da secrecao de corticosterona durante o proestro foi similar nos grupos
Controle e OVX. Em ambos o0s grupos, as concentragdes plasmaticas de
corticosterona ja se encontravam elevadas as 11h00 (Controle: 187,3 £ 18,65 ng/mL,
OVX: 232,8 + 33,25 ng/mL) quando comparadas as concentracdes fisiologicas
basais observadas em animais decapitados (42,78 + 11,00 ng/mL) (CALLEGARI,
2004) e decairam, atingindo o menor valor as 15h00. Apds esse horéario, as
concentracdes de corticosterona nos grupos Controle e OVX apresentaram um
aumento discreto, atingindo o nivel médio de 230 ng/mL as 19h00 , o que representa
provavelmente um ritmo circadiano da secreg¢éao de corticosterona. Como esperado,
a adrenalectomia aboliu completamente a secrecéo de corticosterona (Fig.5.A).

Os animais do grupo OVX apresentaram uma reducgéo significativa na secrecao de estradiol,
guando comparados aos animais Controles e ADX. A quantidade total de estradiol secretado das
11h00 as 19h00, calculada pela area sob a curva, foi de 122,5 = 7,37 ng/mL (n=21) para o grupo
Controle, 64,22 + 9,87 ng/mL (n=11) para o grupo OVX e 103,2 + 9,39 ng/mL (n=11) para o grupo

ADX (Fig.5.B).
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Figura 5: A. Perfil das concentragcbes plasmaticas de corticosterona de ratas no proestro
submetidas apenas a canulagdo da veia jugular as 7:00h do mesmo dia (grupo Controle) ou a
canulacao da veia jugular seguida pela: cirurgia ficticia de retirada do ovario e/ou adrenal (grupo
Sham), ovariectomia (grupo OVX) ou adrenalectomia (grupo ADX). Os dados dos grupos Controle
e Sham foram apresentados como os de um Unico grupo denominado Controle. Amostras
sanguineas foram coletadas a cada 15 min das 11h00 as 14h00 e cada hora das 14h00 as 19h00.
Os dados representam a média + EPM. * p<0,05 vs grupos controle e OVX. B. Média + EPM da
area sob a curva das concentragdes plasmaticas de estradiol de cada rata no periodo das 11h00
as 19h00. Letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes. ( ): nimero de animais.



3.4) Efeitos da ovariectomia e da adrenalectomia realizadas na manha do
proestro sobre a secrecao de progesterona.

Amostras representativas do perfil individual da secrecao de progesterona sao
demonstradas na Fig. 6. Um aumento da secrecdo de progesterona (pico) foi
observado entre as 12h00 e 14h00 no grupo Controle (pico 1). Apesar desse pico
estar presente em cada rata do grupo Controle, sua magnitude variou entre os
animais desse grupo experimental. Tanto a ovariectomia como a adrenalectomia
influenciaram negativamente a ocorréncia desse pico de progesterona (ver analise
na Fig. 6).

Para avaliar o efeito da OVX e da ADX sobre a amplitude desse pico os
maiores valores das concentracbes de progesterona no periodo das 11h00 as 14h00
de cada animal foram alinhados no tempo zero (Fig. 7.A). As concentracdes basais
de progesterona foram mais baixas que 5ng/mL na manha do proestro em todos os
grupos experimentais € aumentaram para valores superiores a 20 ng/mL no
momento do pico de LH, no grupo Controle (Fig. 6 e 7.A). Esse pico de progesterona
foi significativamente atenuado pela ovariectomia (cerca de 45%) e praticamente
abolido pela adrenalectomia (Pico 1 P4 controle: 22, 32 = 2,65; Pico 1 P4 oyx: 12,31
1,93; Pico 1 P4 apx: 4,45 + 0,66) (Fig. 6 e 7.A). Da mesma forma, a quantidade total
de progesterona secretada nesse periodo de tempo (medida pela area sob a curva)
foi reduzida em cerca de 40 % pela ovariectomia e em 80% pela adrenalectomia
(ASC P4 controle: 23,55 + 2,26 ng/mL; ASC P4 ovx: 14,02 £ 1,59; ASC P4 apx: 5,04
0,57 ng/mL) (Fig. 7.B).

No periodo das 14h00 as 19h00 o grupo Controle apresentou um aumento
continuo e sustentado das concentracoes plasmaticas de progesterona (pico 2),

enquanto que nos grupos OVX e ADX essas concentragdes permaneceram baixas e



constantes (Fig. 7.C). Tanto a OVX como a ADX provocaram uma redugdo da
mesma magnitude (cerca de 83%) na quantidade total de progesterona nesse
periodo de tempo (ASC P4 controle: 151.9 £ 10.19 ng/mL; ASC P4 ovx: 23.73 * 6.8;

ASC P4 apx: 21.61 £ 4.62 ng/mL) (Fig. 7.D).
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Figura 6: Perfil individual da secrecao de progesterona de ratas submetidas as 7:00 h da manha do
proestro apenas a canulagao da veia jugular (grupo Controle) ou a canulagéo da veia jugular seguida
pela cirurgia ficticia de retirada do ovario e adrenal (grupo Sham), ovariectomia (grupo OVX) ou
adrenalectomia (grupo ADX). Amostras sanguineas foram coletadas a cada 15 min das 11:00 as
14:00h e cada hora das 14:00 as 19:00 h.
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Figura 7: Perfil das concentracdes plasmaticas de progesterona de ratas no proestro submetidas
apenas a canulacao da veia jugular as 7:00 h do mesmo dia (Grupo Controle) ou a canulagao da veia
jugular seguida pela cirurgia ficticia de retirada do ovéario e adrenal (Grupo Sham), ovariectomia
(Grupo OVX) ou adrenalectomia (Grupo ADX). Dados dos grupos Controle e Sham foram agrupados
e apresentados como um unico grupo denominado Controle. Amostras sanguineas foram coletadas a
cada 15 min das 11:00 as 14:00 h e cada hora das 14:00 as 19:00 h. Os dados representam a média
+ EPM. A. Os dados das 11:00 as 14:00 h foram alinhados de modo que o tempo zero representasse
o horario de pico progesterona de cada animal. * p<0,05 vs grupo ADX, * p<0,05 vs grupo OVX. C.
Dados das 14:00 as 19:00 h. * p<0,05 vs grupo Controle, ** p<0,05 vs 14:00 h do mesmo grupo
experimental. Barras (B, D) representam a média * o erro padrdo da média da area sob a curva de
progesterona de cada animal durante os dois periodos de tempo estudados (11:00 -14:00 h e 14:00 -
19:00 h). Letras diferentes significam valores estatisticamente diferentes (p<0,05). ( ): niumero de
animais.



3.5) Correlacao do perfil da secrecao de progesterona no proestro e a
ocorréncia do pico de LH.

A Fig. 8 correlaciona os dois picos de progesterona (picos 1 € 2) com a ocorréncia do pico
pré-ovulatério de LH. Nas ratas Controle (Fig. 8.A), os dois picos estavam presentes e o pico de LH
ocorreu normalmente. O grupo OVX apresentou apenas o pico 1 de progesterona, o qual foi de
menor magnitude. Nesse grupo a amplitude do pico de LH foi similar a observada no grupo Controle
(Fig. 8.B), apesar do aumento da secrecao de progesterona apds as 15:00 h ter sido abolido pela
ovariectomia. Por outro lado, o pico de LH foi completamente bloqueado na maioria das ratas do
grupo ADX, quando os dois picos de progesterona estavam ausentes (Fig. 8.C.). A tabela na Fig. 8

resume os resultados.
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Figura 8: Representagédo esquematica demonstrando a correlagao entre a secregéo de progesterona
(linas continuas) e a ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH (linhas pontilhadas) durante o dia do
proestro de ratas submetidas apenas a canulagédo da veia jugular as 7:00 h do mesmo dia (Grupo
Controle) ou a canulagé@o da veia jugular seguida pela cirurgia ficticia de retirada do ovario e adrenal
(Grupo Sham), ovariectomia (Grupo OVX) ou adrenalectomia (Grupo ADX). Dados dos grupos
Controle e Sham foram agrupados e apresentados como um Unico grupo denominado Controle.Dois
picos de progesterona foram observados durante o dia do proestro: entre as 11:00 e 14:00 h (pico 1)
e 14:00e 19:00 h (pico 2). Quando o pico1, mas ndo o pico 2, foi abolido a ocorréncia do pico de LH
foi completamente bloqueada (Tabela).



3.6. Perfil da secrecao de progesterona de ratas ovariectomizadas e a influéncia das

concentracoes estrogénicas.

A Fig. 9 representa uma amostragem do perfil individual da secrecao de
progesterona de ratas ovariectomizadas tratadas com o6leo (grupo OVO) ou 17-3-
estradiol (grupo OVE), por 3 dias consecutivos, nos dias 1, 2 e 3 ap6s a ultima
injecao (D1, D2 e D3) (n: 3-4 ratas/dia). No periodo das 14:00 h as 19:00 h, as
concentracdes plasmaticas de progesterona permaneceram baixas e constantes em
todos os grupos (Fig. 9). No entanto, entre as 11:00 e 14:00 h, os animais dos trés
grupos OVO (D1, D2 e D3) apresentaram um aumento claro nas concentragdes de
progesterona (pico) apesar da baixas concentragdes de estradiol (aproximadamente
7,0; 9,2; 9,0 pg/mL nos dias D1, D2 e D3 respectivamente). Da mesma forma, nos
grupos OVE (D1, D2 e D3) esse pico ocorreu apesar do decréscimo das
concentragcdes plasmaticas de estradiol (aproximadamente 137,9; 95,9 e 16,4 pg/mL
nos dias D1, D2 e D3 respectivamente). O aumento nas concentracées plasmaticas
de progesterona foi observado em cada rata dos seis grupos experimentais e sua
magnitude variou entre os animais do mesmo grupo experimental. No entanto,
nenhuma diferenca foi observada entre as concentracbes médias dos picos de
progesterona nos dias D1, D2 e D3. Portanto, os dados dos trés dias estudados
foram agregados e apresentados na Fig. 10 como grupos unicos (OVO e OVE). Para
avaliar a amplitude dos picos de progesterona entre as 11:00 e 14:00 h, bem como a
influéncia da reposicao de estradiol nessa secrecdo, os maiores valores das
concentracdes de progesterona de cada animal foram alinhados no tempo zero
(Fig.10.A). A quantidade total de progesterona secretada nesse periodo foi também

calculada (Fig.10.B). A amplitude do pico de progesterona nas ratas OVO e OVE foi



aproximadamente 20ng/mL (similar aquela das ratas do grupo Controle; veja

Fig.7.A), e a secrecdo de progesterona nao foi influenciada pelas concentracoes

estrogénicas (Fig. 10.B).
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Fig. 9: Perfil individual da secrecdo de progesterona de ratas ovariectomizadas ha 7 dias e
submetidas a administracdo subcutanea de 6leo de milho (Grupo OVO) ou de 17B-estradiol (Grupo
OVE) por trés dias consecutivos. Um, dois ou trés dias ap6s a Ultima inje¢dao, amostras de sangue
foram coletadas a cada 15 minutos das 11:00 as 14:00 h e a cada hora das 14:00 as 19:00 h.
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Figura 10: A. Concentragbes plasmaticas de progesterona no periodo das 11:00 h as 14:00 h de
ratas ovariectomizadas ha 7 dias tratadas com o6leo de milho (Grupo OVO) ou de 17B-estradiol
(Grupo OVE) por trés dias consecutivos. Um, dois ou trés dias apds a ultima injecdo, amostras de
sangue foram coletadas a cada 15 minutos das 11:00 as 14:00 h. Os dados representam a média + o
erro padrao da média nos trés dias estudados. Dados foram alinhados de modo que o tempo zero
representasse 0 hordrio de ocorréncia do pico progesterona de cada animal. B. Os dados
representam a média + o EPM da area sob a curva de progesterona de cada animal. ( ): nUmero de

animais.
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A maioria dos animais submetidos somente a canulacdo da veia jugular na manha
do proestro (grupo controle) apresentou o pico pré-ovulatério de LH esperado para a
tarde daquele dia. Embora a cirurgia de canulagédo da veia jugular seja sabidamente
um estresse cirurgico, o pico de LH nao foi afetado por esse procedimento, uma vez
que ja demonstramos que essa cirurgia, quando realizada na manha do proestro,
sob anestesia com TBE, ndo compromete nem a amplitude nem o horario de
deflagracdo do pico de LH (POLETINI et al., 2003). Conseqglientemente, pode-se
concluir que, similar a cirurgia de canulagdo da veia jugular, a cirurgia ficticia de
retirada das adrenais e dos ovarios (Sham cirurgia) ndo modificou a secre¢éao de LH
na tarde do proestro, uma vez que o numero de animais que apresentaram o pico
pré-ovulatério de LH, bem como a amplitude desse pico e o numero de o0dcitos
presentes nos ovidutos na manh& do estro foram similares aos do grupo controle.
Visto que esse estudo focou na secreg¢do de LH, as ratas submetidas somente a
canulacdo da veia jugular ou a canulacdo da veia jugular seguida pela SHAM
cirurgia foram consideradas adequadas para compor o grupo Controle. Sendo assim,
podemos sugerir que auséncia do pico de LH e ovulagdo observada em 20% dos
animais do grupo Controle sejam conseqiiéncia de uma variacao normal da nossa
colénia. Essa variacao esta de acordo com estudos prévios desenvolvidos em nosso
laboratério ou mesmo pelo nosso grupo, em laboratérios no exterior, onde um
percentual de 20% de ratas que ciclam regularmente, mas que néo exibem pico de
LH no proestro, é freqlientemente observado (ANSELMO-FRANCI et al., 1997). A
semelhanga do que ocorre em mulheres, ciclos regulares anovulatérios também sao

comumente encontrados em ratas.



A ovariectomia realizada no inicio da manha do proestro ndo comprometeu a
ocorréncia do pico de LH. Esse resultado esta de acordo com estudos anteriores nos
quais o pico pré-ovulatério de LH nao foi abolido pela ovariectomia realizada entre
as 3h00 e 13h30 do proestro (KALRA, 1975, LAWTON, 1972, LEGAN; KARSH,
1975) e sugere que a secreg¢ao de esterdides ovarianos no proestro nao é essencial
para desencadear o pico de LH. De fato, tem sido demonstrado que, para
ocorréncia do aumento pré-ovulatério da secrecdo de GnRH/LH, ndo é necessario
que as concentracdes de estradiol permanecam elevadas durante todo o periodo
pré-ovulatério, mas sim que concentracbes moderadamente elevadas desse
hormbénio estejam presentes por um periodo de tempo prolongado, de
aproximadamente 15 horas, em ratas e ovelhas, e 60 horas em mulheres (EVANS et
al., 1997, MOENTER; CARATY; KARSCH, 1990, SARKAR; FINK, 1980, XIA et al.,
1992). Fundamentalmente, enquanto o término de um estimulo estrogénico de longa
duracao, antes do inicio de pico de LH, ndo afetou nem a amplitude nem a duracao
do pico de GnRH (EVANS et al., 1997), a ovariectomia realizada as 23h00 horas do
diestro, a qual impediu 0 aumento posterior da secrecdo de estradiol, bloqueou
completamente a ocorréncia do pico de LH (KALRA, 1975). Da mesma forma, a
exposi¢do do cérebro e da hipofise a niveis extremamente elevados de estradiol por
um curto periodo de tempo nao foi suficiente para induzir o pico de LH (YAMAJI et
al., 1971). Na hipdfise, o estradiol age diretamente, estimulando a sintese de LH
(AJIKA et al., 1972) e a expressao de receptores para GnRH (CLARKE et al.,1988).
No entanto, no hipotdlamo, uma vez que os neurbnios GnRH nao expressam
receptores classicos para estradiol do tipo alfa (Er-a) (HERBISON; ROBINSON;
SKINNER, 1993; LEHMAN; KARSCH, 1993), tem sido postulado que as acdes de

retroalimentagdo positiva do estradiol poderiam  ocorrer ndo nos neurdnios



produtores de GnRH da APOM, mas sim em interneurdnios vizinhos ou mesmo
distantes desses, 0s quais possuem receptores para estradiol (ERs) e conectam-se
diretamente ou indiretamente aos neurbnios GnRH. Assim, durante a
retroalimentagdo positiva o estradiol atuaria por meio da via transinaptica,
estimulando a sintese a liberacdo de neurotransmissores exicitatérios como, NT,
NPY e NA, enquanto diminui a sintese e a liberacdo de neurotransmissores
inibitérios como, as B-endorfinas e possivelmente do acido gama-animobutirico
(GABA), promovendo, assim, um aumento da sintese de GnRH. (para referéncias
ver HERBISON, 2001). Durante esse periodo de longa atuacao, o estradiol induz a
sintese de PR nos interneurdnios cerebrais (LERANTH et al., 1992), preparando
todo sistema de forma a permitir a acao estimulatéria dos neurénios responsivos a
progesterona no eixo HPG, garantindo a liberagcdo aguda e macica de GnRH e,
consequentemente, o pico de LH. Apresentando tal organizacdo neuroanatémica,
espera-se que os efeitos da retroalimentacdo positiva dos estrogenos sobre o
sistema de neurbnios GnRH ocorram precocemente em relagéo ao inicio do pico de
GnRH/LH e, portanto, a presenca de estradiol somente seria necessaria quando
esses elementos neuronais sensiveis ao estradiol fossem ativados. Em nosso
estudo, a ovariectomia, a qual provocou um decréscimo na secrecdo de estradiol
durante todo o dia proestro, foi realizada quando a maior parte dos efeitos de
retroalimentagcédo positiva dos estrogenos sobre os neurbnios GnRH ja havia sido
processada, e portanto, a ocorréncia do pico de LH n&o era mais dependente desse
hormonio. Nesse momento, a progesterona e/ou os PRs tornam-se os elementos
mais importantes dessa rede neuronal.

Na populacdo de ratas utilizadas nesse estudo, o horario de deflagragdo do

pico de LH variou entre 16h00 e 19h00 no grupo Controle e entre 15h00 e 19h00 h



no grupo OVX. Essa variagio € comumente observada em ratas,
independentemente da procedéncia e das condicoes ambientais em que sao
mantidas. Por essa razdo, para que a determinacao do horario e da amplitude dos
picos pré-ovulatérios seja mais confiavel, é necessario que amostras sangilineas
sejam coletadas de forma seriada, abrangendo o periodo que compreende 0s picos.
Assim, quanto menor o intervalo de tempo entre as colheitas de amostras
sanglineas, maior € a precisdo na determinacao do horario e da amplitude dos
picos hormonais. Nao obstante o horario de ocorréncia do pico tenha variado, as
ratas do Grupo Controle apresentaram o pico de LH, na sua maioria (cerca de
70,8%), apo6s as 17h00, enquanto para maioria dos animais OVX (cerca de 77%), o
pico de LH ocorreu antes das 17h00, sugerindo uma antecipacao desse pico pela
ovariectomia (Fig 2 B). Estudos anteriores sugerem que o estresse cirlrgico da
ovariectomia realizada na manha do proestro poderia antecipar o pico de LH da
tarde desse dia (LAWTON, 1972, NEQUIM; SCHWARTZ, 1971). No entanto, em
nosso estudo, esse efeito ndao pode ser atribuido ao procedimento cirargico, visto
que o horario de ocorréncia do pico de LH nos animais SHAM ovariectomizados foi
semelhante ao das ratas submetidas apenas a canulagéo da veia jugular.

A sintese e a secrecdao de GnRH/LH sao reguladas pelos esterdides
ovarianos por meio de dois mecanismos de efeitos opostos: o de retroalimentacéo
positiva (estimulatério) e o de negativa (inibitério), que se sobrepéem durante todo
o ciclo reprodutivo (HERBISON, 1998). De fato, tem sido demonstrado que, embora
o estradiol estimule a sintese de GnRH/LH, também inibe a sua secrecao
(CHONGTHAMMAKUN; TERESAWA, 1993). A sobreposicdo dos efeitos
estimulatorios e inibitérios do estradiol € bem evidente no final da fase folicular,

quando a exposicao prolongada aos niveis crescentes de estradiol, estimula o



aumento da sintese de LH e de GnRH, mas ndo a sua liberacéo, o que colabora
para a estocagem desses horménios, preparando os neurdénios GnRH e os
gonadotréfos para liberagdo aguda de GnRH/LH na tarde do proestro. Como citamos
anteriormente, é possivel que o aumento de sintese de GnRH induzida pelo estradiol
nesse periodo seja mediado por neurotransmissores excitatérios, visto que ja foi
demonstrado que a NA, por exemplo, aumenta a sintese desse neuropeptideo (KIM
et al., 1994). Por outro lado, a baixa liberacdo de GnRH nessa fase poderia ser
explicada pela acdo dos estradiol em estimular interneurénios inibitérios dos
neurbnios GnRH, além de atuar diretamente nos neurénios GnRH, possivelmente
alterando a interacdo entre esses neur6nios e células gliais (HERBISON, 2001).
Dessa forma, o adiantamento no pico de LH nas ratas ovariectomizadas poderia ser
explicado pelo descréscimo da secre¢ao de estradiol, libertando os neurénios GnRH
do controle inibitério do estradiol.

Apesar de que em macacas e ovelhas o pico de gonadotrofinas pode ser
induzido apenas pelo estradiol, os gonadotrofos hipofisarios e o sistema neuronal
GnRH de ratas requerem a presenca de progesterona para que o pico de LH ocorra
em sua completa magnitude (KALRA, 1993). A importancia da ativacdo dos PRs
para deflagracdo do pico de LH é demonstrada pela auséncia da sensibilizacao
hipéfisaria ao GnRH e do pico de gonadotrofinas em camundongos
ovariectomizados tratados com estradiol, nos quais os receptores para progesterona
foram nocauteados (CHAPPEL et al, 1999). Similarmente, o tratamento com
ZK98299, um inibidor da acao da progesterona, bloqueou completamente o pico de
GnRH/LH em ratas ovariectomizadas, sensibilizadas previamente com estradiol

(CHAPPELL; LEVINE, 2000). Além disso, em condicdes fisiologicas, a administracao



de RU-486 a ratas na manha do proestro bloqueou completamente o pico endégeno
de LH (BAUER-DANTOIN et al, 1983).

Em ratas que ciclam regularmente, um importante aumento na secrecao de
progesterona que ocorre na tarde do proestro, quase simultaneamente com o pico
de LH, é o Unico descrito nesse dia. Varios investigadores sugerem que esse pico de
progesterona é de origem ovariana, resultante da estimulagao direta dessa glandula
pelas gonadotrofinas hipofisarias, principalmente pelo LH, e é o responsavel pela
deflagracdo e amplificacdo do pico pré-ovulatério de LH (EVERETT, 1948). A
observacdo de que em nosso estudo a ovariectomia bloqueou completamente o
pico de progesterona da tarde do proestro reforca a idéia de sua origem ovariana.
No entanto, seu papel na deflagracédo do pico de LH pode ser questionado, uma vez
que a amplitude do pico de LH nas ratas OVX foi similar a das ratas Controle,
mesmo na auséncia desse pico de progesterona. Esse fato nos leva a supor que,
contrariamente ao que € sugerido pela literatura, o pico de progesterona da tarde do
proestro € conseqiéncia, mas ndo causa, do aumento da secrecdo de LH que
ocorre nesse dia. Portanto, o pico pré-ovulatério de LH parece ser induzido pela
acao da progesterona originada em outro local, provavelmente na adrenal.

Para a maioria dos autores, os ovarios representam a unica fonte produtora
de progesterona para o controle da secrecdo de gonadotrofinas. No entanto, fortes
evidéncias sugerem que as adrenais, as quais produzem e secretam quantidades
significativas de esterdides, podem também desempenhar um papel fundamental na
regulacao do pico de LH. De fato, em ratas pré-puberes, a adrenalectomia, realizada
anteriormente ao 25° dia de vida, retardou a ocorréncia da puberdade (GORSKI;
LAWTON, 1971). Da mesma forma, a administragdo de ACTH a ratas imaturas

estrogenizadas provocou um pico pré-ovulatério de LH; esse efeito nao foi alterado



pela ovariectomia, mas foi completamente abolido pela adrenalectomia (PUTNAM;
BRANN; MAHESH, 1991). Em ratas que ciclam regularmente, os esterdides
adrenais apresentam um ritmo de secrecdo circadiano diretamente relacionado com
o ciclo de luz (MANN et al., 1977; CHEIFETZ; GAFFUD; DINGMAN, 1968). A quebra
desse ritmo por meio da exposicdo constante a luz resultou em aciclicidade e na
completa abolicdo do pico pré-ovulatério de LH (CHEIFETZ; GAFFUD; DINGMAN,
1968). Além disso, as concentracdoes plasmaticas do hormdnio liberador da
corticotropina (CRH), ACTH e corticosterona sdo mais elevadas na tarde do
proestro, quando comparadas aos outros dias do ciclo, (BOHLER et al, 1990;
BUCKINGHAM; DOHLER; WILSON, 1978; RAPS; BARTHE; DESAULLES, 1970),
sugerindo um aumento da atividade do eixo adrenal no dia da deflagracao do pico
pré-ovulatério de gonadotrofinas. Perfil semelhante de secrecdo de ACTH foi
observado em mulheres, sendo as maiores concentracoes desse hormonio
presentes na fase pré-ovulatéria do ciclo menstrual (GENAZZANI et al., 1975;
KERDELHUE et al., 2002). Em conjunto, esses achados sugerem que os esteroides
adrenais exercem uma importante atividade regulatéria na secrecdo de
gonadotrofinas in vivo. Nesse estudo, a observacdo de que a adrenalectomia
bloqueou a ocorréncia do pico de LH na maioria dos animais estudados (85%) (Fig.
3) esta de acordo com esses achados e reforca a participacdo dos esterdides
adrenais na secrecao de LH. A progesterona e a corticosterona representam os dois
principais esteroides secretados pelas adrenais em resposta ao estimulo pelo ACTH.
No entanto, a progesterona parece ser o principal esterdide adrenal relacionado com
a regulacao da secrecao de LH, visto que a progesterona, mas nao a corticosterona,
foi capaz de estimular a liberacdo de LH em ratas estrogenizadas no dia da sua

administracdo (BRANN, PUTNAM, MAHESH, 1991). O fato do RU-486 ter sido



capaz de suprimir o efeito estimulatério do ACTH sobre a secrecao de LH em ratas
OVX tratadas com estradiol corrabora com essa hipotese (PUTNAM; BRANN;
MAHESH, 1991). Sendo assim, podemos concluir que o bloqueio da secrecado de
progesterona, mas nao da corticosterona, observado nas ratas, esteja envolvido na

supressao do pico de LH.

Embora as concentracbes plasmaticas de progesterona que antecedem o
inicio do pico pré-ovulatério LH sejam descritas como baixas (BARRACLOUGH et
al., 1971) e o pico de secrecao de progesterona ovariana do fim da tarde do proestro
(pico 2) seja o unico descrito nesse dia, um aumento significativo na secrecao de
progesterona foi observado por volta do meio-dia nas ratas Controles (pico 1). Esse
pico nao foi bloqueado pela ovariectomia realizada na manha do proestro e também
foi observado nas ratas cronicamente OVX, tratadas ou ndo com estradiol. No
entanto, foi praticamente abolido pela adrenalectomia. Em vista dessas
observacdes, podemos sugerir que sua principal origem seja a adrenal. Uma vez
gue o pico de progesterona do meio-dia foi observado sempre no mesmo horario, ao
longo de trés dias consecutivos, nas ratas cronicamente OVX, pode-se sugerir a
existéncia de um carater circadiano, o qual ndo depende do estradiol, ja que néo
encontramos diferenca entre os grupos OVO e OVE (Fig. 6 e 7). No entanto, futuros
experimentos sdo necessarios para se verificar se de fato existe um ritmo circadiano

na secregao de progesterona.

Como podemos observar na figura 8, quando o pico 1 de progesterona (pico
das 12h00, de origem adrenal) e o pico 2 (da tarde do proestro, de origem ovariana)
estavam presentes, ou quando somente o pico 1 estava presente , o pico de LH
ocorreu normalmente. Por outro lado, quando o pico 1 estava ausente, o pico de LH

nao ocorreu. Esses dados sugerem que esse pico de progesterona, de origem



adrenal, que ocorre por volta do meio-dia, pode ser o Unico responsavel pela
deflagracao do pico pré-ovulatério de LH. Essa hipétese é reforcada por estudos que
demonstraram que em mulheres a administracdo de ACTH, mas nao de hCG,
aumentou a secrecao de progesterona na fase folicular (STROTT; YOSHIMI;
LIPSETT, 1969), assim como em mulheres menopausadas tratadas com
dexametasona (VERMEULEN, 1976). Também em ratas as concentracdes de
progesterona sdo mais altas na veia adrenal do que na veia ovariana, € as mais
altas concentragbes foram observadas no inicio da tarde do proestro (SHAIKH;
SHAIKH, 1975). Portanto, nossos dados descrevem um desconhecido, mas pico
claro de progesterona ao meio-dia e suportam a importancia da adrenal como uma
importante fonte de progesterona durante a fase folicular tardia envolvida na

deflagracao do pico pré-ovulatério de LH.

Nossos resultados trazem a tona outra importante questdo: uma comunicacao
entre os ovarios e as adrenais. Essa hip6tese baseia-se na observacdo do
decréscimo na amplitude do pico de progesterona do meio-dia, supostamente de
origem adrenal, provocado pela ovariectomia. O estradiol parece regular a atividade
da adrenal, uma vez que a supressdao da funcdo ovariana com etinil estradiol
diminuiu tanto as concentragbes basais como as estimuladas pelo ACTH de
progesterona e 17-a-hidroxiprogesterona (DE GEYTER et al., 2002). Da mesma
forma, uma reducao significativa na secrecao dos esterbides adrenais apdés o
estimulo com ACTH foi observada em mulheres OVX quando comparadas a
mulheres com ciclos ovulatérios regulares (LOBO et al., 1982). No entanto, nossos
dados sugerem que a atividade da adrenal pode ser regulada por outro fator
ovariano, visto que nenhuma diferenca na amplitude do pico de progesterona do

meio-dia foi encontrada entre as ratas OVE e OVO. Portanto, a natureza molecular



desse mediador enddcrino ovariano ainda necessita ser determinada. Nitidamente, a
adrenalectomia bloqueou o pico de progesterona de origem ovariana da tarde do
proestro. E possivel que esse efeito seja conseqiiéncia da auséncia do pico de LH
nos animais ADX, uma vez que esta bem determinado que o LH induz a luteinizacéao
nas células da granulosa e a sintese e, a secrecao de progesterona (NUTI; MEYER,

1975).

Uma intrigante observacao é que, apesar da ativacao dos PR ser importante
para desencadear o pico de pré-ovulatério de LH, imediatamente antes do inicio do
pico uma pequena quantidade de progesterona tem sido mensurada na circulacéo
(FEDER; BROWN-GRANT; CORKER, 1971; KALRA; KALRA, 1974; SMITH;
FREEMAN; NEILL, 1975). Enquanto a hipétese de que os PR de progesterona
poderiam ser ativados por um mecanismo independente do ligante tem sido proposta
(CHAPPELL; LEE; LEVINE, 2000; O'MALLEY et al., 1995), sua ativagdao por um
ligante cognato permanece como um possivel mecanismo em potencial (MAHESH,;
BRANN, 1992; KE; RAMIREZ, 1987). Desse modo, n6s podemos sugerir que 0 pico
do meio-dia descrito nesse estudo pode ser o responsavel pela ativacdo dos

receptores para progesterona imediatamente antes do inicio do pico de LH.

E interessante notar que o pico de LH do proestro, o qual se inicia as 15h00, é
precedido por um aumento da liberacdo de NA na APOm as 13h30 (SZAWKA et al.,
2007), ou seja, imediatamente apds o aumento da liberacdo de progesterona, que
ocorre por volta 12h00-13h00. Tem sido demonstrado que a progesterona provoca
Um aumento rapido na liberacdo de NA o qual, além de ser importante para a
deflagracdo do pico de LH (ANSELMO-FRANCI et al., 1997; HELENA; FRANCI;
ANSELMO-FRANCI, 2002), também induz a sintese de GnRH (KANG et al., 1998;

KIM et al., 1994) Dessa forma, podemos sugerir que o pico de progesterona descrito



ao meio-dia aqui, mas nao o pico de progesterona da tarde do proestro, pode ser o

responsavel pela amplificacéo e pela iniciacao do pico pré-ovulatério de LH.



Conclusoes 65

Os resultados deste trabalho permitem sugerir que no proestro existe um pico
de progesterona entre as 12:00 e 14:00 h, de origem origem adrenal, o qual parece
estar diretamente envolvido na génese do pico de LH. Esse pico parece ser
circadiano uma vez que ratas OVX apresentam um ritmo didrio de secrecdo de
progesterona, com um pico por volta das 12:00 h. Por sua vez, o aumento de
secrecao de progesterona que ocorre na tarde do proestro € de origem ovariana e
nao € necessario para a ocorréncia do pico pré-ovulatério de LH. Além disso, existe
uma comunicacao enddcrina entre ovario e adrenal, de forma que o ovério participa
da regulacéo da secrecao de progesterona pela adrenal. No entanto, o estradiol ndo
estda envolvido na regulagdo da secrecdo de progesterona pela adrenal. Sendo
assim, a natureza molecular desse mediador enddcrino ovariano ainda necessita ser

determinada.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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