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Resumo

DE MORAES, Fabiane Pereira. Estrogeno e prostaglandina F2 alfa no controle
de funcdes reprodutivas em fémeas bovinas. 2020. 63f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) - Programa de P6s-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

A eficiéncia reprodutiva repercute sobre a produtividade e lucratividade da
bovinocultura e pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles os transtornos
uterinos e a eficiéncia na manipulacdo do ciclo estral e ovulagdo. No primeiro
estudo, objetivou-se revisar e discutir aspectos relacionados a exposicdo ao
estrogeno para prevencdo ou terapia de transtornos reprodutivos, com foco no
ambiente uterino. Com base nesta revisdo, foi possivel concluir que o estrégeno
possui importante papel no ambiente uterino, porém, quando utilizado em doses
isoladas, ndo se observou efeitos benéficos na terapia ou profilaxia de enfermidades
uterinas. Entretanto, quando vacas repetidoras de servico foram submetidas a
exposi¢do prolongada ao estrégeno, em protocolos de indugéo artificial a lactagao,
observou-se efeitos benéficos sobre o desempenho reprodutivo desses animais,
tornando importante investigar de maneira controlada o efeito do estrogeno sobre a
fertilidade. Posteriormente, sabendo que a manipulacdo do ciclo estral e inducdo da
ovulagdo é indispensavel para o uso de inseminacgéo artificial em tempo fixo (IATF),
ja foi demonstrado que a prostaglandina F2a (PGF) é importante no processo
ovulatorio, porém seu mecanismo de acdo ainda ndo foi elucidado, tornando
justificavel a validacdo de um modelo in vivo para o estudo da funcdo das
prostaglandinas na ovulag&o. Neste sentido, no segundo estudo buscou-se avaliar o
efeito do anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE) flunixina meglumina (FM; 2,2
mg/Kg), inibidor de cicloxigenases, sobre as concentracdes de PGF e seu
metabdlito (13,14-di-hidro-15-ceto-PGF, PGFM) no fluido folicular (FF); verificar se a
aplicacédo por via parenteral de um analogo de PGF (dinoprost trometamina; 25 mg)
seria capaz de alterar as concentracdes intrafoliculares de PGF e PGFM; e avaliar o
efeito do AINE FM sobre a ovulacéo e funcao luteal subsequente. Para isso, vacas
Jersey ciclicas (n=18) foram submetidas a um protocolo de sincronizac¢do de estro,
e, apos a aplicacdo de GnRH, foram alocadas em trés grupos, de acordo com o
diametro folicular (>11 mm) CONTROLE (n=6), ndo tratado; AINE FM (n=6), que
recebeu uma aplicacdo de FM 17 h apds o GnRH; e AINE FM + PGF (n=6), no qual
foi administrado FM 17 h apds o GnRH e PGF 23 h apds GnRH. O FF foi coletado
24 h apdés o GnRH, sendo demonstrado maior concentracdo de PGFM no grupo
AINE FM + PGF e maior concentracdo de PGF no grupo CONTROLE (P< 0,01).
Para avaliar a ovulacdo e funcdo luteal, vacas Jersey ciclicas (n=19) foram
sincronizadas e, apoés a aplicacdo de GnRH, distribuidas em dois grupos, de acordo
com o diametro folicular (>11 mm): CONTROLE (n=10), n&o tratado; e AINE FM
(n=9), submetido a uma dose de FM 17 h apés o GnRH. Os foliculos foram
acompanhados até 42 h apdés o GnRH e a coleta de sangue para dosagem de



progesterona foi realizada cinco dias ap6s o GnRH, todos os animais do controle e
seis animais do AINE FM ovularam até 42 h ap6s GnRH e as concentracdes de
progesterona sérica ndo diferiram entre os grupos (P>0,05). Com base nos nossos
achados, é possivel concluir que a FM foi capaz de inibir a sintese de PGF no
interior do foliculo e que a aplicacdo parenteral de PGF néo alterou as
concentracdes intrafoliculares de PGF. A administracdo de uma dose de FM na fase
final do processo ovulatério ndo afetou a ovulagéo e a sintese de progesterona pelo
corpo luteo subsequente. Por outro lado, € necessario testar outros AINEs para
estabelecer um modelo de inibicdo da ovulacdo por via sistémica para o estudo da
funcado das prostaglandinas neste processo na espécie bovina.

Palavras-chave: estrogenos, enfermidades uterinas, prostaglandinas, processo
ovulatorio, AINE.



Abstract

DE MORAES, Fabiane Pereira. Estrogen and prostaglandin f2 alpha in the
control of reproductive functions in bovine females. 2020. 63f. Dissertation
(Master’s degree in Sciences) - Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

The reproductive efficiency has repercussion on productivity and profitability of cattle
industry and can be influenced by several factors, as uterine disorders and the
efficiency of estrous cycle manipulation and ovulation. In the first study, we reviewed
and discussed the aspects regarding the estrogen exposure to prevent or treat
reproductive disorders, focusing on the uterine environment. Based on this review,
we concluded that the estrogen has an important role in the uterine environment;
nevertheless, it did not exhibit beneficial effects to treat or prevent uterine disorders
when used in isolated doses. However, when repeat breeding cows were submitted
to estrogen of long exposure in protocols of artificial induction of lactation, we
observed beneficial effects on reproductive performance in these animals, being
important to investigate, in a controlled manner, the effect of estrogen on fertility.
Subsequently, given that the manipulation of estrous cycle and ovulation induction
are essential to the Fixed-Time Artificial Insemination protocols (FTAI), it was
demonstrated that the prostaglandin F2a (PGF) is important in the ovulation process,
though the precise mechanism of action has not been elucidated, making the
validation of an in vivo model for studying the function of prostaglandins in ovulation
considerable. In this respect, in the second study we aimed to: assess the effect of
the nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) Flunixin Meglumine (FM; 2,2
mg/Kg), a cyclooxygenase inhibitor, on the concentrations of PGF and its metabolite
(13,14-di-hydro-15-ceto-PGF, PGFM) in the follicular fluid; to confirm whether the
parenteral administration of PGF analogous (dinoprost tromethamine; 25 mg) would
be able to alter the intra-follicular concentrations of PGF and PGFM; and to assess
the effect of the NSAID FM on ovulation and subsequent luteal function. For that,
cyclical Jersey cows (n = 18) were submitted to an estrus synchronization protocol,
and, after the application of GnRH, were allocated in three groups, according to the
follicular diameter (>11 mm): CONTROL (n = 6), untreated; NSAID FM (n = 6), who
received an FM application 17 h after GnRH; and NSAID FM + PGF (n = 6), in which
FM was administered 17 h after GnRH and PGF 23 h after GnRH. The FF was
collected 24 h after GnRH, with a higher concentration of PGFM in the NSAID FM +
PGF group and a higher concentration of PGF in the CONTROL group (P <0.01). To
assess ovulation and luteal function, cyclical Jersey cows (n = 19) were synchronized
and, after the application of GnRH, distributed into two groups, according to the
follicular diameter (>11 mm): CONTROL (n = 10), untreated; and NSAID FM (n = 9),
submitted to a dose of FM 17 h after GnRH. Follicles were followed up to 42 h after
GnRH and blood collection for progesterone measurement was performed five days



after GnRH, all control animals and six animals of the NSAID FM ovulated up to 42 h
after GnRH and serum progesterone concentrations did not differ between groups
(P> 0.05). Based on our findings, it is possible to concluded that the FM inhibited
PGF synthesis within the follicle and the parenteral administration of PGF did not
alter the intra-follicular concentrations of PGF. The administration of a single dose of
FM in the final phase of the ovulatory process did not affect the ovulation and the
subsequent synthesis of progesterone by the corpus luteum. On the other hand, it is
necessary to test other NSAIDs to stablish a systemic model of ovulation inhibition in
order to investigate the function of prostaglandins in this process.

Key-words: estrogens, uterine disorders, prostaglandins, ovulatory process, NSAID.
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1 Introducéo

A producédo pecuaria € de grande importancia para a economia brasileira, o
gue enfatiza a notoriedade dessa atividade e seu elevado potencial de expanséo. O
Brasil possui 0 maior rebanho comercial, € o maior exportador de carne bovina do
mundo e ocupa a terceira posi¢cdo no ranking mundial de producao de leite, porém
ainda com baixa produtividade por animal (Abiec, 2019; Embrapa, 2019). Desta
forma, visando aumentar a eficiéncia da bovinocultura é essencial a utilizacdo de
programas reprodutivos, que visem melhorar o desempenho reprodutivo e
consequentemente a lucratividade dos sistemas de produgcdo. Nesse sentido
encontram-se 0s protocolos hormonais, que visam controlar o ciclo estral das
fémeas e difundir o uso de biotécnicas da reproducéo.

A medida que se intensifica a bovinocultura, ocorre o aparecimento de
problemas reprodutivos relacionados a fertilidade. Dentre eles, destacam-se o0s
transtornos uterinos, que ocasionam muitos prejuizos dentro dos rebanhos e
possuem terapias bastante controversas. O estrogeno possui acdes no ambiente
uterino que refletem na sua estrutura, imunidade e funcionalidade, e devido ao seu
importante papel no mecanismo de defesa hormonal do 6rgéo, diversos estudos
testaram o uso do estrogeno, em doses isoladas, na terapia e ou profilaxia de
transtornos uterinos, porém ndo observaram efeitos benéficos (Sheldon e Noakes,
1998; Wagner et al., 2001; Overton et al., 2003; Sheldon et al., 2004). Entretanto,
quando utilizadas repetidas doses de estrogeno em protocolos de inducéo artificial
da lactacdo, foram observados efeitos positivos sobre o desempenho reprodutivo de
vacas repetidoras de servico (Collier et al., 1975; Mellado et al., 2007; Freitas et al.,
2010). Esses achados corroboram com a hipétese de que o estrégeno, quando
utilizado em doses repetidas, auxilia na terapia de transtornos reprodutivos, porém
nao existem estudos que evidenciem os mecanismos pelos quais vacas submetidas
a exposicdo prolongada retomam a fertilidade e torna-se necessério aprofundar os

conhecimentos nesse sentido.
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Com o intuito de se expandir o uso de biotécnicas reprodutivas, como a IATF,
e melhorar os indices reprodutivos, € indispensavel o uso de horménios indutores da
ovulacado. Como revisado por B6 et al. (2016), atualmente encontram-se disponiveis
o horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e os estrégenos (E2), sendo que 0s
altimos apresentam melhor relagcdo custo-beneficio; entretanto, existe uma
preocupacao com os possiveis efeitos dos seus residuos na saude do consumidor, o
que restringe seu uso em muitos paises (Lane et al., 2008). Com base nisso, torna-
se relevante a busca por novas alternativas de indutores de ovulagdo. Alguns
estudos ja testaram o uso de prostaglandina F2o (PGF) e observaram que ela foi
capaz de induzir a ovulagéo de forma sincronizada em fémeas bovinas (Leonardi et
al., 2012; Pfeifer et al., 2014; Castro et al., 2018; Pfeifer et al., 2018), porém seu
mecanismo de acao ainda é desconhecido. Assim, € essencial o estabelecimento de
um modelo in vivo para investigar a acdo das prostaglandinas no processo ovulatorio
na espécie bovina.

A biossintese de prostaglandinas a partir do acido araquiddnico pode ser
inibida pela acdo de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), que atuam
blogueando a acdo das cicloxigenases (Simmons et al., 2004). Os AINES sao
amplamente utilizados em medicina veterinaria, na clinica médica e também na
aplicacdo de biotécnicas reprodutivas, devido sua acdo anti-inflamatoria e
analgésica. Na medicina humana, sé@o utilizados AINES para o tratamento de
inflamacdes crénicas, como a endometriose, e também em casos de dismenorreia
(revisado por Ferrero et al., 2018). Varios estudos ja comprovaram seus efeitos
sobre a inibicdo da ovulagdo (Murdoch e Dunn, 1983; De Silva e Reeves, 1985;
Cuervo-Arango e Domingo-Ortiz, 2011) e até mesmo a reducdo de indices
reprodutivos apés tratamento com AINE antes da ovulacdo (Fonseca et al., 2017)
em diferentes espécies animais. Com base neste conhecimento, se torna necessario
estudar sua acao sobre a sintese de prostaglandinas no processo ovulatorio e, desta
maneira, esclarecer a atuacdo das prostaglandinas na ovulacdo. O entendimento
dos mecanismos associados com a indugdo e inibicdo da ovulacdo é fundamental

para que possamos avangar nas biotécnicas da reproducao e contracepcao.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral
Revisar 0 uso de terapias a base de estr6geno para o tratamento de
enfermidades uterinas e estudar a importancia das prostaglandinas no processo

ovulatorio.

2.2 Objetivos especificos

1) Estudar aspectos relacionados a exposicdo ao estrogeno para prevencao
ou terapia de transtornos reprodutivos, com foco no ambiente uterino;

2) Validar um modelo in vivo para o estudo das prostaglandinas no processo
ovulatorio;

3) Avaliar o efeito do anti-inflamatorio nado esteroidal (AINE) flunixina
meglumina (FM) sobre as concentracdes de PGF e do metabdlito da PGF (13,14-
di-hidro-15-ceto-PGF, PGFM) no fluido folicular;

4) Verificar se a aplicacdo por via parenteral de um analogo de PGF
(dinoprost trometamina) é capaz de alterar as concentracdes intrafoliculares de
PGF e PGFM;

5) Avaliar o efeito do AINE FM sobre a ovulacdo e sintese de progesterona

luteal.



3 Artigos
3.1 Artigo 1

Efeito do estrégeno no ambiente uterino de fémeas bovinas: Revisao
Fabiane Pereira de Moraes, Arnaldo Diniz Vieira, Bernardo Garziera Gasperin

Publicado na Revista Brasileira de Reproduc¢ao Animal
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Efeito do estr6geno no ambiente uterino de fémeas bovinas: revisao
Effect of estrogen on the uterine environment of bovine females: review
F.P. Moraes?, A.D. Vieiral, B.G. Gasperin'”
Universidade Federal de Pelotas, Ntcleo de Ensino e Pesquisa em Reprodugio Animal
(ReproPEL), Capdo do Ledo, RS, Brasil.

*Correspondéncia: Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Veterinaria, Campus
Universitario S/N°, 96010-900, Capéo do Ledo, RS, Brasil. (53) 3275 7189. E-mail:
bggasperin@gmail.com
Resumo
A eficiéncia reprodutiva na bovinocultura é essencial para a produtividade e lucratividade do
sistema. O ambiente uterino tem importancia fundamental para o estabelecimento e
manutencdo da gestacdo em diferentes espécies e pode ser influenciado pela acdo de diversos
horménios. Sabe-se que as concentracfes fisioldgicas de estrogeno possuem efeito sobre a
imunidade, estrutura e funcionalidade uterina. Alguns autores utilizaram administracdes de
estrégeno, em doses isoladas, como profilaxia ou terapia em casos de infertilidade, entretanto,
ndo foram observados efeitos benéficos ou até mesmo houve um aumento da contaminagéo
bacteriana. Porém, outros estudos que utilizaram repetidas doses de estrogeno demonstraram
efeitos positivos no desempenho reprodutivo em vacas repetidoras. Ainda, protocolos de
inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF) com suplementacdo de estrogeno ou com
periodo prolongado de proestro tém possibilitado maiores taxas de prenhez e menos perdas
gestacionais. Com base nisso, se faz necessario a realizagcdo de pesquisas que abordem o
efeito do estrégeno sobre a fertilidade em condi¢es controladas. O objetivo desta revisdo é
discutir aspectos relacionados a exposicdo ao estrogeno para prevencdo ou terapia de

transtornos reprodutivos com foco no ambiente uterino.
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Palavras-chave: eficiéncia reprodutiva, Utero, estradiol, terapia hormonal
Abstract
Reproductive efficiency in cattle is essential for the productivity and profitability of the
system. The uterine environment has a fundamental importance for pregnancy establishment
and maintenance in different species and can be influenced by the action of several hormones.
It is well established that physiological concentrations of estrogen have effect on the uterine
immunity, structure and functionality. Some authors evaluated estrogen administration, in
single doses, for prophylaxis or therapy of infertility; however, no beneficial effects were
observed, and, in some cases, there was an increase in bacterial contamination. Conversely,
other studies using repeated doses of estrogen demonstrated positive effects on reproductive
performance in repeat breeder cows. Furthermore, timed-artificial insemination (TAIl)
protocols using estrogen or with prolonged proestrus are associated with increased
pregnancy rates and seem to prevent pregnancy losses. Based on this, it is necessary to
perform studies evaluating the effect of estrogen on fertility under controlled conditions. The
objective of this review is to discuss aspects related to the exposure to estrogens to prevent or
overcome reproductive disorders focusing on the uterine environment.
Keywords: reproductive efficiency, uterus, estradiol, hormone therapy
Introducao

O bom desempenho reprodutivo em bovinos de corte e leite é essencial para garantir
uma producdo eficiente e lucratividade satisfatoria (Baruselli et al., 2012; Remnant et al.,
2018). Neste sentido, um ambiente uterino apropriado é fundamental para viabilizar a
fertilizagcdo, o estabelecimento e a manutencgdo da gestacdo em todas as espécies de mamiferos
(Atkins et al., 2013). No caso de rebanhos leiteiros, os problemas reprodutivos estdo entre os

motivos mais relevantes para determinar o descarte precoce dos animais (Silva et al., 2005).
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O atero é influenciado pela acdo de diferentes hormonios de acordo com a fase do
ciclo estral, sendo que os estrogenos possuem um papel importante no mecanismo de defesa
hormonal deste 6rgdo. Segundo Dhaliwal et al. (2001), durante a fase estrogénica do ciclo
estral ocorre um aumento do fluxo sanguineo e da atividade dos polimorfonucleares no trato
reprodutivo, contrages miometrais e producdo de muco cervical. Ainda, as concentracfes
séricas de estradiol antes do momento da ovulacdo promovem uma regulacdo no ambiente
uterino em diferentes espécies (Groothuis et al., 2007), possuindo importante papel na
fertilidade. Todas estas alteracGes sdo necessarias para proteger o0 ambiente uterino, uma vez
que, durante a copula, diversos contaminantes sdo introduzidos no trato reprodutivo da fémea.
Conforme revisado por Hawk et al. (1983) as concentracfes pré-ovulatérias de estrogeno
influenciam no transporte, motilidade e longevidade espermatica, assim como na
sobrevivéncia embrionaria. Além da relevancia do estrégeno em diversos eventos
reprodutivos, alguns estudos investigaram um potencial efeito terapéutico em casos de
infertilidade. Entretanto, ndo h4 um consenso sobre a indicacdo, mecanismo de acdo e eficacia
destes tratamentos. Portanto, o objetivo da presente revisdo € discutir aspectos relacionados ao
uso de estrogenos para o tratamento de transtornos reprodutivos com foco no ambiente
uterino.

Estrogenos na terapia da infertilidade: ambiente uterino

As enfermidades uterinas associadas a infec¢do apds a copula ou ocasionadas apds o
parto sdo semelhantes em mamiferos. Infec¢bes sexualmente transmissiveis sdo comuns em
humanos e sdo causas de infertilidade ou, quando desenvolvidas durante a gravidez, podem
ocasionar partos prematuros e abortos. A alta incidéncia de doenca uterina em bovinos e a
maior disponibilidade desses animais para pesquisas, torna a espécie um bom modelo para
estudar os efeitos das infecgbes por microrganismos na fungdo uterina e na resposta imune

(Herath et al., 2006), possibilitando o desenvolvimento de novas terapias para humanos e
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animais.

Devido as profundas modificacGes causadas pelo estrogeno no ambiente uterino,
sendo muitas delas relacionadas a mecanismos de defesa e “limpeza”, alguns estudos
avaliaram o efeito da suplementacdo de estrdgeno exdgeno na profilaxia e tratamento de
distdrbios uterinos. Carson et al. (1988) avaliaram vacas ovariectomizadas tratadas com
progesterona, hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) ou estradiol frente a infecgdo uterina
experimental com Corynebacterium pyogenes e observaram maior capacidade de resisténcia e
recuperacdo do ambiente uterino quando este estava sob efeito do estradiol, sendo que
nenhum dos animais tratados com estrogeno desenvolveu doenca uterina. Estes dados
confirmam a hipétese de que o estrogeno tem um papel essencial na protecéo do Gtero frente a
contaminantes exdgenos, uma vez que estimula a produgdo de muco cervical e promove a
contragdo das fibras musculares do miométrio. Um estudo conduzido por Heidari et al.
(2016), indicou que maiores concentracOes de estradiol em relacdo a progesterona no fluido
folicular de vacas com cisto reduziram significativamente o nimero e a diversidade de
bactérias uterinas, demonstrando uma relacdo entre o estado hormonal do fluido folicular e o
namero de espécies bacterianas no Utero. Da mesma forma, o ambiente uterino também pode
influenciar o ambiente ovariano, uma vez que Green et al. (2011) demonstraram que a
endometrite subclinica em bovinos leiteiros no pds-parto altera as concentracdes foliculares
de estradiol a longo prazo, quando comparadas as concentracBes em animais saudaveis com
tamanhos de foliculos idénticos.

Silper et al. (2016) analisaram a concentracdo plasmatica de estradiol no momento da
realizacdo de exames para o diagndstico de disturbios uterinos. Foram avaliadas a presenca de
descarga vaginal purulenta (DVP), citologia uterina e a ultrassonografia para avaliagédo da
estrutura anatémica do 6rgdo, assim como a presenca/auséncia de contetdo uterino. Vacas

com concentragdes plasmaticas superiores a 2 pg/mL de estradiol tiveram maior prevaléncia
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de DVP e maior probabilidade de serem diagnosticadas como portadoras de alguma patologia
uterina.

Quanto a terapia dos distdrbios puerperais, Overton et al. (2003) avaliaram o efeito da
profilaxia com cipionato de estradiol (ECP) em vacas leiteiras com alto risco de metrite e
concluiram que a administracdo de 4 mg de ECP (2 mL; dose Unica) no periodo de 24 a 36 h
apos o parto ndo diminuiu a ocorréncia e a severidade de metrite nos primeiros 10 dias pds-
parto. Estes achados corroboram com os de Sheldon e Noakes (1998) que compararam a
injecdo intramuscular (IM) de 3 mg de benzoato de estradiol (BE; dose Unica), cloprostenol
(500 pg; parenteral) e infusdo intrauterina de oxitetraciclina hidrocloridrica (1500 mg) como
formas de tratamento para endometrite bovina, porém ndo observaram diferenca entre os
tratamentos quanto & resolugdo clinica dos casos. Em outro estudo, Wagner et al. (2001)
avaliaram os efeitos da administracdo de 4 mg de ECP, em dose Unica, 24 h apds o parto
sobre pardmetros reprodutivos de vacas leiteiras (intervalo até a primeira IA, percentual de
vacas nao gestantes apos primeira IA e intervalo parto-concepc¢édo), porém, ndo houve efeito
positivo do uso do ECP em relacédo ao controle.

Sheldon et al. (2004) testaram, em vacas leiteiras, a administracdo intrauterina de
estradiol (10 mg de BE), no corno uterino anteriormente gravidico, nos dias 7 e 10 p6s-parto e
observaram um aumento da contaminacdo bacteriana, especificamente por bactérias
anaerdbicas. Risco e Hernandez (2003) compararam a administracdo de cloridrato de ceftiofur
ou ECP (4 mg, IM, dose Unica) em vacas leiteiras com retencao de placenta quanto ao efeito
sobre a prevencdo de metrite e desempenho reprodutivo. Os resultados demonstraram maior
percentual de metrite no grupo tratado com estradiol, ndo sendo observado efeito benéfico
sobre o desempenho reprodutivo dos animais. Cabe ressaltar que, nos referidos estudos,
apenas uma aplicacdo de estrogeno foi realizada e, embora o ECP possua uma longa meia-

vida, é possivel que aplicacGes repetidas possam induzir diferentes efeitos.
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Conforme revisado por Pestano et al. (2015), alguns estudos, embora menos
controlados, demonstraram que uma proporcao significativa de vacas repetidoras de servico,
quando submetidas a protocolos de indugéo artificial de lactagéo (IAL), voltam a conceber,
sugerindo um possivel efeito da exposi¢cdo prolongada ao estrégeno na fertilidade. Em um dos
estudos, vacas ndo gestantes apds varias inseminac6es foram submetidas a protocolos de IAL
(0,075 mg/Kg de ECP durante sete dias ou 0,071 mg/Kg de BE durante 14 dias), resultando
na presenca de cistos ovarianos. Estes animais foram entdo tratados e, apds o retorno da
atividade ovariana fisioldgica, foram inseminados, sendo obtida uma taxa de prenhez de
41,4% (Freitas et al., 2010). Collier et al. (1975) também utilizaram protocolo de inducédo de
lactacdo (BE, 0,1 mg/Kg, durante sete dias) em vacas com problemas reprodutivos e
obtiveram 56% de prenhez, sem o emprego de nenhum outro procedimento para melhorar o
desempenho reprodutivo. Embora estes dados sejam muito positivos, ndo é possivel afirmar
que sdo exclusivamente decorrentes da exposi¢do ao estrégeno, uma vez que uma serie de
outros horménios sdo utilizados nos protocolos de inducdo de lactacdo, e pelo fato de que as
vacas submetidas aos protocolos normalmente sofrem drasticas mudancas metabolicas,
nutricionais e imunoldgicas.

Em um estudo conduzido por Curcio et al. (2017) em éguas, foram comparados
tratamentos para placentite experimentalmente induzida. As terapias foram baseadas em um
protocolo usual recomendado para o tratamento de placentite a base de antibiotico e anti-
inflamatdrio associados ou ndo, a progesterona de longa acao, ECP ou ambos. O grupo que
recebeu terapia associada a trés administragdes de ECP (10 mg/animal), com intervalo de trés
dias entre os tratamentos, a partir de 48 h apos a infeccdo experimental, obteve melhores
resultados. Nas éguas tratadas com estrogeno foi observada maior duracdo da gestacdo e
potros mais saudaveis, ndo sendo obtido nenhum potro de alto risco. Esses achados

corroboram com a hipdtese de que o estrogeno, quando utilizado em doses repetidas, auxilia
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na terapia de transtornos reprodutivos. Portanto, o efeito da exposi¢do ao estrégeno sobre a
fertilidade necessita ser investigado em condi¢des controladas.

Efeitos celulares e moleculares do estrdgeno

Além da influéncia do estrégeno no mecanismo de protecdo uterina, relacionado ao
tratamento e/ou profilaxia de enfermidades, dados encontrados na literatura demonstram
efeitos celulares e moleculares deste hormonio esteroide. Sabe-se que as concentragdes de
estrogeno no tecido endometrial sdo muito superiores as plasmaticas. Porém, o endométrio
ndo é capaz de sintetizar estrogeno devido a auséncia da enzima aromatase e, portanto,
acredita-se que as elevadas concentracbes sejam decorrente da retencdo do estradiol da
circulagdo sanguinea (Mann et al., 2007). O padrio de expressdo de receptores o para
estrogeno é influenciado pelas fases do ciclo estral e, consequentemente, pelas concentraces
de estrogeno, demonstrando maior expressdo durante o periodo de estro e fase luteal média
(Robinson et al., 2001).

Apbs ligacdo aos seus receptores, o estrogeno atua regulando a expressao de uma série
de proteinas e genes no ambiente uterino. Ulbrich et al. (2009) demonstraram que a
SERPINA14, que possui acdo na preparacdo do utero antes da fertilizacdo, tem a sua
expressao regulada positivamente pelo estrogeno nas glandulas endometriais durante o estro.
O estradiol também induz a expressao de genes potencialmente envolvidos no
desenvolvimento embrionario, tais como o gene da proteina morfogenética dssea 7 (BMP7),
de quimiocinas (CCL14, CCL21, CCL26, CXCL12), do fator de crescimento de tecido
conjuntivo (CTGF), do fator de crescimento semelhante a insulina 2 (IGF2), de interleucinas
(IL16, IL33), secreted frizzled related protein 2 (SFRP2), e do Wnt inhibitory factor 1
(WIF1), um inibidor de WNT, importante molécula de sinaliza¢do (Tribulo et al., 2018). Cabe
ressaltar que os referidos estudos apenas associaram a expressdo génica do endométrio ao

perfil endocrino durante o estro, ou seja, ndo é possivel atribuir a regulagdo dos genes citados
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apenas as concentracdes de estrogeno. Ao nosso conhecimento, ndo hd nenhum estudo
avaliando o efeito do tratamento com estrégeno sobre a expressdo génica endometrial em
bovinos.

Em um estudo realizado com ovelhas ovariectomizadas, Reynolds et al. (1998)
demonstraram que as fémeas submetidas ao tratamento com dois implantes subcutaneos de
liberacdo controlada de estradiol (50 mg de estradiol) apresentaram maior crescimento
uterino, ocasionado pelo aumento do nimero e tamanho das células, e também aumento no
volume microvascular endometrial total. Sugiura et al. (2018) compararam a espessura
endometrial em vacas leiteiras pos-parto com estro natural ou induzido (protocolo baseado em
progesterona e prostaglandina), e observaram que animais com estro induzido tiveram maior
espessura do endométrio antes do momento da ovulagdo. O aumento da espessura, em ambos
os grupos, foi observado quando as concentracdes de progesterona diminuiram e em seguida
houve um aumento das concentracGes de estradiol, sugerindo um efeito do estradiol sobre a
regulacdo da espessura endometrial. Outro estudo recente demonstrou que vacas leiteiras
submetidas a uma administracdo de 10 mg de BE intramuscular no pds-parto, avaliadas com
ultrassom Doppler colorido, apresentaram aumento do volume e da velocidade do fluxo
sanguineo e também no didmetro das artérias uterinas (Rawy et al., 2018). Portanto, além das
acOes relacionadas a defesa local, o estrogeno atua na estrutura e funcionalidade do Utero.

Em roedores e humanos o aumento das concentracfes de estrogeno e da
biodisponibilidade de seus receptores no ambiente uterino também resultam em crescimento
endometrial (Groothuis et al., 2007). Altas concentracdes de estrogeno folicular em vacas
ciclicas e prenhes ou em animais ovariectomizados que foram tratados com estradiol exdgeno
refletiram em maiores niveis de receptores de estradiol e progesterona no endométrio
(Kimmins e Maclaren, 2001).

Um dos possiveis mecanismos de atuagdo do estrogeno sobre o crescimento e
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diferenciacdo celular é a regulacdo do fator de crescimento epidermal (EGF) do endométrio.
Os niveis desse fator sofrem alteracfes durante o ciclo estral. Vacas férteis apresentaram dois
picos de concentracdo de EGF, o que ndo foi observado em 70% das vacas repetidoras. O
tratamento com estrégeno restaurou a fertilidade e o padrdo de elevacdo do EGF, de forma
similar a observada nas vacas férteis (Katagiri e Takahashi, 2006; Katagiri et al., 2013;
Katagiri et al., 2016), sugerindo que a ativagdo do EGF ¢ um dos mediadores dos efeitos do
estrogeno.

Relacgdo entre niveis de estrogeno e biotécnicas da reproducéo

Com base nos efeitos ja relatados sobre o ambiente uterino, estudos demonstram o
efeito estrogénico positivo na eficiéncia de biotécnicas utilizadas na reprodugdo. Em um
deles se observou que a modulacdo das concentracGes de estradiol a partir da aplicacdo de
ECP em protocolos de sincronizacdo de estro altera a expressao génica no Utero de vacas de
corte. A alteracdo na expressao de alguns genes associados a regulacdo da proliferacdo celular
uterina suporta um efeito do ECP na proliferacdo celular e na morfologia dos tecidos. Além
disso o ECP ainda é responsavel pelo aumento da ocorréncia de estro e melhores taxas de
prenhez ap6s 1A (Sa Filho et al., 2017).

Existem evidéncias de que o pH uterino regula a motilidade e longevidade espermatica
e que o pH inadequado no momento da inseminacdo poderia afetar as taxas de prenhez. VVacas
que receberam ECP e tiveram elevadas concentracdes de estradiol pré-ovulatorias
apresentaram diminuicdo do pH uterino, de forma semelhante a vacas que apresentaram estro
naturalmente (Perry e Perry, 2008).

Motavalli et al. (2017) compararam trés protocolos curtos de IATF em vacas leiteiras
multiparas, onde o primeiro grupo recebeu cloprostenol e hormdnio liberador de
gonadotrofinas (GnRH), o segundo grupo, cloprostenol, GnRH e progesterona e o terceiro

recebeu cloprostenol, GnRH, progesterona e 2,5 mg de BE. Os resultados de taxa de prenhez
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foram maiores nos grupos dois e trés, porém, o grupo que recebeu estradiol obteve
aproximadamente quatro vezes menos perdas gestacionais que os demais, enfatizando o0s
efeitos do estrogeno sobre a fertilidade.

Considerac0es finais
Com base nos estudos citados, € bem estabelecido que o estrégeno modula o ambiente

uterino. Entretanto, seu efeito profilatico e/ou terapéutico sobre a infertilidade ndo foi
observado quando foram administradas doses isoladas. A exposicdo a doses repetidas de
estrogeno melhorou a eficiéncia reprodutiva de vacas repetidoras submetidas a protocolo de
inducdo artificial da lactacdo, mas ndo é possivel afirmar que esse efeito € atribuido
exclusivamente a exposi¢éo ao estrogeno.

Devido a relevancia da bovinocultura e a representatividade dos problemas
reprodutivos, é necessaria a realizacdo de novas pesquisas, em condi¢Ges controladas, que
avaliem o efeito da exposicdo ao estrégeno sobre a fertilidade, para que entdo seja possivel
inferir sobre seus efeitos. Neste sentido, protocolos de IATF que possibilitam um maior
periodo de proestro natural estdo sendo desenvolvidos e apresentam resultados promissores.
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Dose Unica de flunixina meglumina inibe a sintese intrafolicular de PGF2a mas néo

afeta a ovulagdo em fémeas bovinas

A single dose of flunixin meglumine inhibits intrafollicular synthesis of PGF2a but does

not affect ovulation in cows
Fabiane Pereira de Moraes?, Bernardo Garziera Gasperin'™
ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of the non-steroidal anti-inflammatory drug
(NSAID), flunixin meglumine (FM) on the concentrations of prostaglandin F2a (PGF) and its
metabolite (PGFM) in the follicular fluid (FF), and on ovulation and luteal function and in
this way establish an in vivo model to study the function of prostaglandins in ovulation. Jersey
cows (n = 18) had their follicular waves synchronized and, after GnRH administration, were
allocated into three groups: CONTROL.: untreated; NSAID FM: FM (2.2 mg / kg) 17 h after
GnRH; and NSAID FM + PGF: FM 17 h after GnRH and PGF (25 mg dinoprost
tromethamine), 23 h after GnRH. The FF was collected 24 h after GnRH, being observed
greater concentration of PGFM in the NSAID FM + PGF group and a greater concentration
of PGF in the control (P <0.01). Subsequently, Jersey cows (n = 19) were synchronized and,
after GnRH administration, were allocated into: CONTROL: no further treatment; and
NSAID FM: FM (2.2 mg / kg) 17 h after GnRH. All control animals (n = 10) and six NSAID
FM animals (n = 9), ovulated up to 42 h after GnRH. Progesterone concentrations 114 h
after GnRH did not differ (P> 0.05). It is concluded that FM inhibits the synthesis of PGF
inside the follicle, and the application of systemic PGF was not able to increase intra-
follicular PGF concentrations. The single dose of FM did not affect ovulation and the

subsequent function of the corpus luteum.

! ReproPel- Nuicleo de Pesquisa e Ensino em Reproducéo Animal, FaVet, Universidade Federal de Pelotas, 96010-900, Pelotas, RS, Brasil.
E-mail: bggasperin@gmail.com. * Autor para correspondéncia.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do anti-inflamatério néo esteroidal (AINE),
flunixina meglumina (FM), sobre as concentra¢des de prostaglandina F2a (PGF) e seu
metabolito (PGFM) no fluido folicular (FF), sobre a ovulagéo e funcéo luteal, e desta forma
estabelecer um modelo in vivo para estudar a fungéo das prostaglandinas na ovulagdo. Vacas
Jersey (n=18) tiveram as ondas foliculares sincronizadas e, ap6s a aplicacdo de GnRH,
foram distribuidas em trés grupos: CONTROLE: ndo tratado; AINE FM: FM (2,2 mg/kg) 17
h apés GnRH; e AINE FM + PGF: FM 17 h apés GnRH e PGF (25 mg dinoprost
trometamina), 23 h ap6s GnRH. O FF foi coletado 24 h apds GnRH, sendo observada maior
concentracdo de PGFM no grupo AINE FM +PGF e maior concentracdo de PGF no
controle (P< 0,01). Para avaliar a ovulagdo e fungdo luteal, vacas Jersey (n=19) foram
sincronizadas e, ap6s aplicacdo de GnRH, distribuidas em: CONTROLE: ndo tratado
(n=10); e AINE FM (2,2 mg/kg) 17 h apds GnRH (n=9). Todos os animais do controle e seis
animais do AINE FM, ovularam até 42 h ap6s GnRH. As concentracGes de progesterona 114
h ap6s GnRH néao diferiram entre os grupos (P>0,05). Conclui-se que a FM inibe a sintese de
PGF no interior do foliculo e a aplicacdo de PGF sistémica ndo elevou as concentracfes de
PGF intrafoliculares. A aplicacdo em dose Unica de FM na fase final do processo ovulatério

ndo afetou a ovulacdo e a funcdo do corpo Iuteo subsequente.
Palavras-chave: prostaglandinas, processo ovulatorio, AINE, progesterona

INTRODUCAO
A manipulagcdo do ciclo estral e sincronizagdo da ovulacdo sdo essenciais para a
intensiva utilizacdo de biotécnicas reprodutivas, tais como a inseminacao artificial em tempo

fixo (IATF). Os protocolos atualmente disponiveis que proporcionam uma sincronia no
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momento da ovulacdo sdo baseados no uso do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
ou estrégenos (E2), como revisado por BO et al. (2016). A utilizacdo de estrdgeno como
indutor de ovulagdo é mais vidvel economicamente, porém possui como fator limitante seu
uso restrito em alguns paises (LANE et al., 2008). Desta forma, torna-se importante buscar
novas alternativas de indutores de ovulagéo.

Sabe-se que as prostaglandinas desempenham diversas func¢des na reproducéo, dentre
elas a atuacdo no processo ovulatério. Estudos j& comprovaram seu efeito na inducdo da
ovulagdo de maneira sincronizada em fémeas bovinas (LEONARDI et al., 2012; PFEIFER et
al., 2014; CASTRO et al., 2018; PFEIFER et al., 2018), porém seu mecanismo de atuacdo
ainda é desconhecido. Com base nesses estudos, o uso da prostaglandina F2a (PGF) seria uma
alternativa aplicavel do ponto de vista econdémico, assim como em relacdo a sua
disponibilidade no mercado mundial.

A sintese de prostaglandinas pode ser inibida por anti-inflamatérios néo esteroidais
(AINESs), amplamente utilizados em Medicina Veterinaria, sendo que 0os mesmos podem inibir
0 processo ovulatorio em diversas espécies (MURDOCH & DUNN, 1983; DE SILVA &
REEVES, 1985; FONSECA et al., 2017). Portanto, formulou-se a hipétese de que a
administracdo do AINE flunixina meglumina (FM) antes da ovulagdo, associada ou ndo ao
tratamento com PGF, poderia representar um modelo para se estudar a acdo das
prostaglandinas no processo ovulatério. Os objetivos deste estudo foram: 1) avaliar o efeito
do AINE FM (2,2 mg/kg) sobre as concentracfes de PGF e do metabolito da PGF (13,14-di-
hidro-15-ceto-PGF, PGFM) no fluido folicular, e verificar se a aplicacéo por via parenteral de
um anédlogo de PGF (dinoprost trometamina) seria capaz de alterar as concentracfes
intrafoliculares de PGF e PGFM; 2) avaliar o efeito do AINE FM sobre a ovulagéo e fungédo

luteal subsequente.



39

METODOLOGIA
Experimento 1

Foram utilizadas 18 vacas da raga Jersey, ciclicas, ndo gestantes e ndo lactantes, com
escore de condi¢do corporal >3 (escala de 1-5), sendo o escore 1 atribuido & animais
extremamente magros e 5 para obesos. Os animais foram mantidos em campo nativo com
livre acesso a agua e sal mineral, e foram submetidos a um protocolo hormonal de
sincronizacdo de estro. No DO, foi realizada a aplicacdo de 2 mg de benzoato de estradiol
(BE- Gonadiol®, Zoetis), i.m., juntamente com a insercdo de um dispositivo intravaginal
(DIV, Sincrogest®, Ourofino) contendo 1 g de progesterona (P4), para induzir a regressao
folicular e o surgimento de uma nova onda de crescimento e ainda a aplicacdo de 241 pg de
PGF (Cloprostenol sodico, Estron®, Agener Unido), i.m., para inducdo da lutedlise. Os
foliculos com didmetro superior a 8 mm no DO, foram puncionados através do
acompanhamento por ultrassonografia transvaginal com sonda micro convexa de 6MHz
(PieMedical Esaote AquilaVet), utilizando um sistema de aspiracdo folicular (OPU) adaptado,
com uma agulha 40x8 na extremidade. No D8, foi realizada aplicacdo i.m. de 241 ug de PGF
(Cloprostenol sédico, Estron®, Agener Unido), visando remover possiveis fontes de P4
enddgena. O diametro folicular foi acompanhado diariamente através de ultrassonografia
transretal utilizando transdutor linear de 7,5 MHz (SonoScape A5V) do D7 ao D11, para
identificacdo dos foliculos dominantes em crescimento.

O DIV foi removido no D9 e ap6s 20 h da sua retirada foi realizada a aplicacdo de 100
g de GnRH (Acetato de gonadorelina; Gestran Plus® - TecnoPec), i.m., (hora 0). Apos a
aplicacdo de GnRH, as vacas foram distribuidas em trés grupos de acordo com o didmetro
folicular, que foi equilibrado entre os grupos: controle (n = 6) ndo tratado; AINE FM (n=6),
que foram submetidas a aplicacdo de 2,2 mg/kg de FM (Flumedin®, Jofadel) i.m., 17 h apds a

aplicacdo de GnRH; e AINE FM+PGF (n=6), que receberam 2,2 mg/kg de FM i.m., 17 h
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apos a aplicacdo de GnRH, seguidos de 25 mg de PGF (Dinoprost trometamina, Lutalyse®)
i.m., 23 h apo6s a aplicacdo de GnRH.

Para a coleta das amostras de fluido folicular, as fémeas bovinas foram submetidas a
higienizacdo da regido perineal e anestesia epidural com 80 mg de lidocaina (Anestex
Fagra®, Vétoquinol). A aspiracdo folicular foi realizada através do acompanhamento por
ultrassonografia transvaginal com sonda micro convexa de 6MHz (PieMedical Esaote
AquilaVet), utilizando um sistema estéril de mangueiras e cateteres 16 G (Jelco®). O
contetdo aspirado foi imediatamente centrifugado a 3500 rpm por 7 min para separa¢do das
celulas do fluido folicular, que foi armazenado em nitrogénio liquido a -196°C.

As dosagens de PGFM e da PGF no fluido folicular foram realizadas através da
técnica de ELISA utilizando os kits comerciais 13,14-dihydro-15-keto Prostaglandin F2a
(Ref. 16670) e Prostaglandin F2o (Ref. 16010; Cayman Chemical®). A dosagem de
progesterona foi realizada através de quimioluminescéncia (ADVIA Centaur; Siemens; Ref.
01586287). Os coeficientes de variacdo (CV) dos ensaios foram inferiores a 10%.
Experimento 2

Para avaliar o efeito do AINE FM sobre a ovulacdo, foram utilizadas fémeas bovinas
da raca Jersey (n=19), ciclicas, ndo gestantes, ndo lactantes e com escore de condicdo corporal
entre 2,5 e 4,0 (escala de 1-5). Os animais foram mantidos em campo nativo, com livre acesso
a agua. O protocolo hormonal utilizado para a sincronizagédo do estro e inducdo de uma nova
onda folicular baseou-se na introducdo de um DIV contendo 1 g de P4 (Primer®, Tecnopec),
que foi mantido durante nove dias, juntamente com a aplicagdo intramuscular de 2 mg de BE
(RIC-BE®, Tecnopec). Decorridas 24 h da insercdo do DIV, foi administrado 10,5 pg de
acetato de buserelina, i.m., (Gonaxal®, Biogénesis Bago).

No D7, foi realizada a aplicacdo i.m. de 241 pg de PGF (Cloprostenol sddico,

Estron®, Agener Unido), com o objetivo de promover a lutedlise, a partir deste dia 0s
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foliculos foram acompanhados diariamente por ultrassonografia transretal (SonoScape A5V,
com sonda de 7,5 MHz), para identificacdo dos foliculos dominantes em crescimento.

No D9, foram removidos os DIVs e aplicado por via i.m 241 ug de PGF (Estron®,
Agener Unido). Ap6s 20 h da remocéo dos DIVs foi aplicado 10,5 pg acetato de buserelina
por via i.m. (Sincroforte®, Ourofino) em todos os animais. A partir deste momento, 0S
animais foram distribuidos, de acordo com o diametro folicular, que foi equilibrado entre dois
grupos: Controle (n=10) e AINE FM (n=9). Apo6s 17 h da aplicacdo do horménio sintético
analogo ao GnRH, o grupo AINE FM recebeu a aplicacdo de 2,2 mg/kg de FM (Flumedin®,
Jofadel), esse momento foi estabelecido de acordo com o demonstrado por BRIDGES et al.
(2006), onde foi observado elevacdo nas concentracbes de prostaglandinas no interior do
foliculo apds 18 h da aplicacdo do GnRH. Os foliculos pré-ovulatérios continuaram sendo
acompanhados diariamente até 42 h apos a aplicacdo de GnRH.

Cinco dias ap6s a aplicagdo de GnRH (D15), foi realizada uma nova avaliacdo dos
animais por ultrassonografia transretal, com o objetivo de verificar a presenca de um corpo
luteo (CL) no ovério onde estava presente o foliculo pré-ovulatério. Os animais que ovularam
até 42 h ap6s o GnRH e apresentaram CL foram submetidos a coleta de sangue a partir da
veia coccigea, por sistema a vacuo, em tubos sem anticoagulante. O sangue foi centrifugado e
0 soro armazenado para posterior encaminhamento a um laboratério comercial para dosagem
de progesterona através de quimioluminescéncia (ADVIA Centaur; Siemens; Ref. 01586287).
Analise estatistica

As concentracbes de PGFM e PGF no fluido folicular (experimento 1) e as
concentragOes séricas de progesterona (experimento 2) foram testadas quanto a normalidade e
normalizadas quando necessario. As comparagdes entre os grupos foram realizadas através de
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey, utilizando um nivel de

significancia de 5%. Apos transformacgdo dos dados para logaritmo, o efeito da concentracéo
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de PGF sobre a concentracdo de P4 foi estimada por regressao linear simples (Experimento

1).

RESULTADOS

Em relagdo ao experimento 1, foi observada maior concentragéo de PGF (Fig. 1B) no
fluido folicular (P=0,0032) dos animais do grupo controle (49,56 + 7,73 ng/ml) em
comparacdo com os grupos AINE FM (5,66 + 3,47 ng/ml) e AINE FM+PGF (3,19 = 0,77
ng/ml). Os grupos AINE FM e AINE FM+PGF ndo diferiram estatisticamente. As
concentrag¢fes de PGFM no fluido folicular (Fig. 1A) foram superiores nos animais do grupo
AINE FM+PGF (P<0,0001; 3,45 £ 0,27 ng/ml) em relacdo aos animais do grupo controle e
grupo AINE FM (1,23 £ 0,05 e 0,2 + 0,57 ng/ml, respectivamente). Os niveis de PGFM do
grupo controle e grupo AINE FM ndo diferiram estatisticamente. Observou-se uma correlagdo
positiva entre as concentracdes de P4 e PGF no fluido folicular das vacas, independentemente

do grupo (Fig.2).

No experimento 2, em relacdo ao momento da ovulacdo (Tab.1), todos os animais do
grupo controle (n=10) ovularam até 42 h ap6s a administracdo do horménio sintético analogo
ao GnRH (100%); enquanto que, no grupo AINE FM (n=9), seis animais ovularam até 42 h
apos o GnRH (66,7%). Duas vacas do grupo AINE FM ovularam posteriormente (entre 42 e
114h apdés o GnRH), enquanto uma vaca desenvolveu uma estrutura cistica. Em relacdo as
concentracdes séricas de progesterona 114 h apos a aplicacdo de GnRH, ndo foi observada
diferenca entre os grupos (1,9+0,1 e 1,9+0,1 ng/mL para controle e AINE FM,
respectivamente), as concentragdes de progesterona dos animais que ovularam apés 42 h da

aplicacdo do GnRH né&o foram avaliadas.
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DISCUSSAO

Os principais achados do nosso estudo foram: 1) o AINE FM foi capaz de inibir a
sintese de PGF intrafolicular, quando aplicado 17 h apds o indutor de ovulagdo; 2) a aplicacdo
parenteral de PGF n&o elevou a concentragdo de PGF intrafolicular; 3) uma dose de AINE FM
17 h ap6s o GnRH ndo inibiu a ovulagdo e ndo afetou a sintese de progesterona subsequente.

No experimento 1, foi avaliado o efeito do AINE FM sobre as concentragGes de PGF e
PGFM intrafoliculares, e se uma dose por via parenteral de PGF seria capaz de alterar essas
concentrag0es. Nossos resultados demonstraram menores concentragdes de PGF no fluido
folicular dos animais que receberam AINE FM, em relacdo ao controle, e que a administracdo
de um analogo de PGF por via parenteral ndo elevou os niveis de PGF intrafoliculares. E
possivel que o tratamento ndo tenha sido capaz de alterar significativamente os niveis no
interior do foliculo, entretanto, isso € pouco provavel, pois ja foi demonstrado que cinco
minutos apds a administracdo i.m de PGF ja sdo detectadas alteracbes ovarianas
(SHIRASUNA et al., 2012). Outra possivel explicacdo para os niveis reduzidos de PGF
observados no fluido folicular das vacas tratadas sistemicamente com PGF é que o intervalo
entre a aplicacdo intramuscular e a aspiracdo do fluido folicular foi de uma hora. No estudo
conduzido por ROVANI et al. (2012), foi observado um pico de PGF sérica dez minutos apds
o tratamento pela via submucosa, sendo observadas concentracGes elevadas por, no minimo
40 minutos, momento da Ultima mensuracdo. Portanto, é possivel que maiores niveis seriam
observados se o intervalo entre o tratamento e a aspiracdo folicular fosse menor. Em um
estudo coordenado por CUERVO-ARANGO (2012), na espécie equina, foi avaliado o efeito
do tratamento sistémico com PGF (Cloprostenol) em éguas tratadas com FM (1,7 mg/kg, duas
vezes por dia, desde 0 momento da aplicacdo de gonadotrofina coriénica humana (hCG) até
36h apds a hCG), sendo observado que a PGF ndo foi capaz de restabelecer a ovulagdo nos

animais e, portanto, ndo reverteu o efeito inibitério do AINE. Entretanto, a injecdo



44

intrafolicular de PGF (500 pg) e PGE (125 pg) foi capaz de superar o efeito inibitério da FM
sobre a ovulacdo, em que todos os animais tratados ovularam e desenvolveram um CL
(MARTINEZ-BOVIi & CUERVO-ARANGO, 2016). Infelizmente, em nosso primeiro estudo
ndo foi possivel avaliar o momento da ovulacéo, pois os foliculos foram aspirados.

J& esta bem estabelecido que a biossintese de prostaglandinas ovariana é indispensavel
para a ovulacdo em fémeas bovinas € que o aumento nas concentragdes da PGE2 e PGF2a
precede 0 momento da ovulagdo (BRIDGES et al., 2006; BRIDGES & FORTUNE, 2007). A
concentracdo de PGF no fluido folicular do grupo controle foi semelhante a encontrada por
BRIDGES et al. (2006) em foliculos as 24 h apds a aplicacdo de GnRH. Porém, foi superior
as concentragdes séricas encontradas por ROVANI et al. (2012), o que era esperado, uma vez
que a sintese de PGF aumenta drasticamente no interior do foliculo antes da ovulacdo
(BRIDGES & FORTUNE, 2007). As concentragdes de PGFM no fluido folicular foram
inferiores as concentracfes de PGFM sérica, quando comparadas ao mesmo estudo, o que
pode ser explicado pelo fato de que a PGF é rapidamente metabolizada nos pulmdes, sendo
transformada no metabdlito inativo 13,14-dihidro-15-ceto-PGF2a, considerado um indicador
de liberacdo de PGF na circulacdo (SUDO-HASHALI, 2010).

Em um estudo realizado pelo nosso grupo, foi observado que os animais tratados com
AINE FM apresentaram menores concentracbes de P4 intrafolicular (D'AVILA, 2019),
sugerindo que as prostaglandinas estdo envolvidas na luteinizacdo folicular. A correlacédo
positiva observada no presente estudo entre as concentracdes de P4 e PGF intrafoliculares,
corroboram com esta hipétese. Em um estudo recente conduzido por BERISHA et al. (2019),
foi observado um aumento continuo das concentracGes de PGE2 e PGF de 0 a 25 h apds o
GnRH, que foi acompanhado pela aumento nas concentra¢bes de P4 no mesmo periodo.

BRIDGES and FORTUNE (2007) observaram um aumento na concentracdo de

progesterona secretada pelas células da teca interna (in vitro) isoladas de foliculos 24 h ap6s a
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administragdo de GnRH e cultivadas com PGE2. Também foi demonstrado aumento nas
concentracbes de P4 em celulas da teca interna cultivadas in vitro com PGE2 ou PGF
(FORTUNE et al., 2008). Coletivamente, os dados indicam que as prostaglandinas séo
necessarias para o adequado processo de luteinizag&o.

No experimento 2, foi avaliado o efeito da FM, aplicada 17 h apds a inducdo da
ovulagdo com GnRH, sobre a ocorréncia do processo ovulatério e a concentracdo de
progesterona sérica pos-ovulatoria (114 h apdés GnRH). A escolha do momento do tratamento
foi baseada nos resultados do experimento 1, que demonstraram que vacas tratadas com a
mesma dose de FM, no mesmo momento, apresentaram menores concentracdes de PGF e
PGFM 24 h ap6s a administracdo de GnRH. Além disso, j& foi demonstrado que a elevacédo
nas concentracdes de prostaglandinas ocorre mais de 18 h ap6s o tratamento com GnRH
(BRIDGES et al., 2006). Contrariando a nossa hipotese, o anti-inflamatério FM ndo teve acéo
de blogueio da ovulacdo e ndo afetou as concentragdes de progesterona sérica. De forma
semelhante, DONNELLY et al. (2019) testaram o uso de FM (1.1 mg/kg i.v.) em éguas, uma
vez ao dia, durante dois dias consecutivos e ndo observaram atraso ou blogueio da ovulacgéo,
nem efeito sobre a funcédo luteal pds-ovulatéria. CUERVO-ARANGO (2011) observou que o
FM (1,7 mg/kg) foi capaz de bloguear a ovulacdo em éguas quando administrado 0-24 h ap6s
a administracdo de hCG a cada 12 h até completar 36 h, sendo estes 0s grupos que
apresentaram menores concentracdes de progesterona. Porém, mesmo 0s animais com
estruturas anovulatorias apresentaram luteinizagdo e sintese de progesterona (> 2 ng/mL) a
partir do quinto dia apés a hCG. No mesmo estudo, os tratamentos com FM em dose Unica
(24 ou 30 h apos hCG), ndo afetaram a ovulacdo e sintese de progesterona subsequente, que
foi igual a do grupo controle.

Os anti-inflamatorios ndo esteroidais, atuam na cascata ovulatéria inibindo a atividade

das cicloxigenases (COX) e, consequentemente, a biossintese das prostaglandinas. Devido ao
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seu mecanismo de agdo, diversos estudos relataram efeitos inibitorios sobre a ovulagdo em
diferentes espécies. MURDOCH and DUNN (1983) testaram a aplicacdo de indometacina no
interior de foliculos pré-ovulatérios de ovelhas e observaram que o AINE foi capaz de
bloquear a ovulagéo, sem alterar as concentracdes de progesterona em relagdo aos animais
ndo tratados. Em outro estudo, o mesmo AINE foi administrado em vacas pelas vias
intramuscular, intrauterina e intrafolicular, e foi observado o bloqueio da ovulagdo nos
animais que receberam a indometacina no interior do foliculo (DE SILVA & REEVES,
1985). A aplicagdo de FM no momento da inseminagdo, também demonstrou efeitos
negativos sobre taxa de prenhez em cabras (FONSECA et al., 2017). CUERVO-ARANGO
and DOMINGO-ORTIZ (2011) observaram que éguas tratadas com FM (2 mg/kg), duas
vezes ao dia, desde que apresentaram um foliculo pré-ovulatério >32 mm até o momento da
ovulagéo, apresentaram bloqueio da ovulagdo em 83% dos casos (5/6) e desenvolvimento de
foliculos ndo rompidos luteinizados.

A partir dos resultados encontrados na literatura e de acordo com DONNELLY et al.
(2019), possivelmente nao foi observado efeito inibitério do AINE FM sobre a ovulagdo neste
estudo devido a administracdo Unica, enquanto os trabalhos que observaram bloqueio ou falha
ovulatoria, utilizaram altas doses e maior frequéncia de aplicacdo ou ainda administraram o
AINE por via intrafolicular. AIUMLAMALI et al. (1990) descreveram uma rapida reducao na
concentracdo de PGFM sérica ap6s uma administracdo intravenosa de FM (2,2 mg/kg) que
persistiu durante seis horas em vacas ovariectomizadas, sendo recomendado pelos autores
quatro administraces diarias de FM para obtencdo de um pleno efeito sobre a sintese de
prostaglandinas. Portanto, supostamente, para se observar os efeitos inibitorios do AINE na
ovulagdo, seriam necessarias mais aplicacdes ou alteracdo do momento da administracéo.

Com base nos nossos achados, é possivel afirmar que o AINE FM possui um efeito

inibidor na sintese das prostaglandinas no interior do foliculo. Portanto, 0 modelo parece
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adequado para estudar a fungdo das prostaglandinas na ovulagdo, embora ainda seja
necessario comprovar que a aplicagdo sisttmica de PGF é capaz de elevar as concentragdes de
PGF intrafoliculares. Por outro lado, € indispensavel testar outros AINEs para estabelecer um
modelo de inibig&o da ovulagdo por via sistémica para o estudo da fungéo das prostaglandinas
neste processo. Ainda, os dados sugerem que a administracdo do AINE FM em dose Unica,
durante a fase final do processo ovulatério, ndo prejudica a ovulagdo e funcdo luteal
subsequente. No entanto, ndo se pode descartar possiveis efeitos deletérios sobre o
desempenho reprodutivo, o que ndo foi avaliado no presente estudo.
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Tabela 1- Momento da ovulagdo em vacas tratadas ou ndo com 2,2 mg/Kg de anti-

inflamatorio ndo esteroidal flunixina meglumina (AINE FM) 17 h apés inducdo da ovulacdo

com GnRH.
n Estro Didmetro Ovulagdo até 42 Ovulagéo até 114
Grupo folicular* h* h*
(Média) mm (%) (%)
conTROLE 0 3 12,4 100 (10/10) 100 (10710)
AINE FM o 0 12,7 66,7 (6/9) 88,9 (8/9)

*Referente a0 momento de aplicagdo de GnRH.
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Figura 1- Concentragdo do metabolito da PGF2a (13,14-di-hidro-15-ceto-PGF2a-PGFM) (A)

e PGF2a (PGF) (B) no fluido folicular de vacas do grupo controle (CONT) (n=6), grupo

tratado com 2,2 mg/Kg de anti-inflamat6rio ndo esteroidal flunixina meglumina 17 h apés o

GnRH (AINE FM) (n=6) e grupo tratado com 2,2 mg/Kg de anti-inflamatério ndo esteroidal

flunixina meglumina 17 h ap6s o0 GnRH e 25 mg de PGF (dinoprost trometamina), por via

intramuscular, 23 h ap6s 0 GnRH (AINE FM + PGF) (n=6). a,b Expoentes distintos diferem

estatisticamente.
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Figura 2: Associacdo entre as concentracfes de P4 e PGF no fluido folicular (P=0,006; log P4

= 4,907722 + 0,1084182*log PGF,; r2=0,43).



4 Consideracdes Finais

Com base no que foi apresentado no primeiro estudo, ndo foi observado
efeito profilatico e/ou terapéutico do estrogeno, quando utilizado em doses isoladas.
Porém, em estudos que utilizaram repetidas doses de estrogeno em protocolos de
inducao artificial da lactacéo, foi demonstrado efeito positivo sobre o desempenho
reprodutivo de vacas repetidoras de servico. Uma vez que ndo se pode atribuir os
efeitos benéficos exclusivamente ao estrégeno, torna-se necessaria a realizacéo de
novas pesquisas que avaliem o efeito do estrégeno sobre a fertilidade e evidenciem
0S mecanismos pelos quais vacas submetidas a exposi¢cado prolongada retomam a
fertilidade.

Em relacdo aos nossos achados do segundo estudo, € possivel afirmar que a
flunixina meglumina, quando aplicada 17 h apos o indutor de ovulacéo (dose Unica),
foi capaz de inibir a sintese de PGF intrafolicular, sendo que a aplicacdo sistémica
de PGF néao foi capaz de elevar essas concentracfes. Além disso, a administracédo
de FM na fase final do processo ovulatério ndo afetou a ocorréncia da ovulacgéo,
assim como a funcao luteal pés-ovulatoria. Por outro lado, para estabelecermos um
modelo de inibicdo da ovulacdo por via sistémica, seriam necessarias alteracdes no

principio ativo, na dosagem, na frequéncia e/ou nos momentos das administracdes.
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Anexo | - Documento da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal
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De: MLV, Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof. Bemardo Garzieira Gasperin

Departamento de Patologia - Faculdade de Veterindria

Pelotas, 16 de novembro de 2015

Senhor Pesquisador:

A CEEA analisou a solicitaglio o projeto intitulado: “Controle da ovulagio cm
bovinos e suinos™, processo n231 10.000288/2015-65, que envolve a utilizaglio de
animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Venebrata (exceto o homem), para fins
de pesquisa clentifica ou ensino, sendo de parccet FAVORAVEL a sua execugiio, pois
esti de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, ¢ com as
nomuas. editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentsio Animal
(CONCEA),

Solicitamos, apds tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 4 CEEA, )

Salientamos também o necessidade deste projeto ser cadastrado junto g0
COBALTO para posterior registro no COCEPE (codigo pam cadastro n® CEEA 0288-
2015).

Vigéneia do Projeto: 17/1172018 a 200022019

Espécie/Linhagem: Suinos ¢ Bovinow'variados

N* de animais: M0 suinos ¢ 110 bovinos

Idade: & meses a4 moos (suinos) © 2 a ¥ anos (bovinos)

Sexo: Fémeas

thm:ijnmmﬁb-ku&meFmoda Expetimental de Bovinos

L )/ﬁﬁu A

MLV, Dra. Anclize de Oliveira Campello Felix
Prestdente da CEEA

Ciente cm; [___nos
Assinaturs Jo Professor Respoasdvel:




