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Resumo

D’AVILA, Camila Amaral. Efeito da prostaglandina e anti-inflamatorio néo
esteroidal no processo ovulatério em bovinos. 2019. 67f. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncias) - Programa de Pds-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de
Veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A busca por melhores resultados reprodutivos nos sistemas de producao atuais esta
diretamente ligada ao retorno econdémico para o produtor. Desse modo, a
maximizacdo da producdo é um fator muito importante. Aliado a isso, existe uma
grande preocupacao atual em relacdo aos residuos hormonais utilizados em
protocolos de reproducdo, como os ésteres de estradiol. Primeiramente no artigo 1
objetivou-se fazer uma revisao dos principais hormonios utilizados como indutores da
ovulacdo em protocolos de inseminacéao artificial em tempo fixo. A prostaglandina a
qual é amplamente utilizada com objetivo de lutedlise tem apresentado efeitos
positivos em relacdo a ovulacdo em fémeas bovinas e pode ser uma alternativa aos
ésteres de estradiol ja4 proibidos em alguns paises. Posteriormente e com base no
exposto acima, o presente estudo objetivou avaliar 1) o efeito da prostaglandina F2a
intramuscular (i.m) durante o processo ovulatério, em comparacdo com o GnRH e 2)
se o tratamento com PGF € capaz de reverter os efeitos inibitérios de um anti-
inflamat6rio ndo esteroidal (AINE) na cascata ovulatéria induzida pelo GnRH,
testando-se a hipétese de que a aplicacdo i.m de prostaglandina F2a altera o processo
ovulatério em bovinos afetando a luteinizacdo e a vascularizacao no foliculo. Vacas
(n=19) tiveram a onda folicular sincronizada com benzoato de estradiol (DO),
dispositivo intravaginal de progesterona (DIVP4; 9 dias) e aplicacdo de PGF (241ug;
i.m.) no D8. No experimento 1, apés 12h da retirada do DIVP4, as vacas foram
alocadas em trés grupos: controle: solucdo salina 0,9% i.m (n=6); GnRH: 100ug de
acetato de gonadorelina i.m (n=7); e PGF: 500ug de cloprostenol sodico i.m. (n=6).
Os foliculos foram aspirados 24 h apoOs os tratamentos, ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) nas concentracdes de P4 e E2 no fluido folicular (FF), mas os
niveis de E2 foram menores no grupo GnRH (P<0,05). No experimento 2, aplicou-se
GnRH (acetato de gonadorelina; 100ug i.m.) 20h ap6s a remocéao do DIVP4 (hora 0),
em todos os animais. Imediatamente apods, as vacas foram alocadas em trés grupos:
controle: solucéo salina 0,9% i.m (n=6); AINE: 2,2mg/kg i.m. de flunixin meglumine
(FM) 17h apos GnRH (n=6); e grupo AINE+PGF, 2,2mg/kg i.m. de FM 17h apos
aplicacdo de GnRH e 25mg i.m. de PGF 23h ap6s GnRH (n=6). O grupo AINE+PGF
obteve menor concentracéo de P4 no FF e menor vascularizacéo da parede folicular
(P<0,05) 24h ap6s GnRH. N&o houve diferenca significativa nos niveis de E2
intrafolicular. Conclui-se que a aplicacdo i.m de PGF néo induz os mesmos efeitos
observados sobre a esteroidogénese apés o tratamento com GnRH.

Palavras-chave: prostaglandina; ovulacao; luteinizac&o; vascularizacao.



Abstract

D’AVILA, Camila Amaral. Effect of prostaglandin and non-steroidal anti-
inflammatory in the ovulatory process in cattle. 2019. 65f. Dissertation (Master
degree in Sciences) - Programa de Pds-Graduacédo em Veterinaria, Faculdade de
Veterinéria, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

The search for better reproductive outcomes in current production systems is directly
linked to the economic return to the producer. In this way, maximizing production is a
very important factor. Allied to this, there is a great current concern regarding the
hormonal residues used in reproduction protocols, such as esters of estradiol. Firstly,
in article 1 we aimed to review the main hormones used as ovulation inducers in fixed-
time artificial insemination protocols. Prostaglandin, which is widely used for the
purpose of luteolysis, has shown positive effects on ovulation in bovine females and
may be an alternative to estradiol esters already banned in some countries.
Subsequently and based on the above, the present study aimed to evaluate 1) the
effect of intramuscular prostaglandin F2a (im) during the ovulatory process, compared
to GnRH and 2) if PGF treatment is able to reverse the inhibitory effects of a non-
steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) in the ovulatory cascade induced by GnRH,
testing the hypothesis that the im application of prostaglandin F2a alters the ovulatory
process in bovines affecting luteinization and vascularization in the follicle. Cows (n =
19) had the follicular wave synchronized with estradiol benzoate (DO0), intravaginal
progesterone device (DIVP4; 9 days) and application of PGF (241 pg; i.m.) at D8. In
experiment 1, after 12 h of DIVP4 withdrawal, the cows were allocated into three
groups: control: saline solution 0.9% i.m (n = 6); GnRH: 100ug gonadorelin acetate i.m
(n =7); and PGF: 500ug sodium cloprostenol i.m. (n = 6). The follicles were aspirated
24 h after the treatments, there was no significant difference (P> 0.05) in the
concentrations of P4 and E2 in the follicular fluid (FF), but E2 levels were lower in the
GnRH group (P <0.05 ). In experiment 2, GnRH (gonadorelin acetate, 100ug i.m.) was
applied after removal of DIVP4 (time 0) in all animals. Immediately after, the cows were
allocated in three groups: control: saline solution 0.9% i.m (n = 6); NSAID: 2.2mg / kg
i.m. of flunixin meglumine (FM) 17 h after GnRH (n = 6); and AINE + PGF group, 2.2mg
/ kg i.m. of FM 17h after application of GnRH and 25mg i.m. of PGF 23h after GnRH
(n = 6). The AINE + PGF group had a lower concentration of P4 in the FF and less
vascularization of the follicular wall (P <0.05) 24h after GnRH. There was no significant
difference in intrafollicular E2 levels. It is concluded that the i.m application of PGF
does not induce the same effects observed on steroidogenesis after GnRH treatment.

Keywords: prostaglandin; ovulation; luteinization; vascularization.
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1 Introducéo

O Brasil possuia um rebanho bovino de 217.749.364 milhdes de cabecas no
ano de 2017 (MAPA 2017), sendo o maior exportador mundial de carne bovina (ABIEC
2017). A pecuéria é de extrema importancia para a economia brasileira e, uma vez
que hd um mercado em ascenséo, espera-se um aumento na producéo, exigindo dos
produtores um elevado rendimento.

No mercado atual, o crescimento dos rebanhos aliado a praticas sustentaveis,
mostra-se um estimulo em busca de inovacdes que possibilitem maximizar a producéo
cada vez mais em menores extensdes de terra e com menos insumos. Diante disso,
uma alta eficiéncia reprodutiva sem duavidas estd estritamente relacionada a um
elevado rendimento e retorno econémico satisfatério para os sistemas de producao.
A adocdo de biotecnologias reprodutivas como a inseminacdo artificial (IA) e
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) permitem otimizar o manejo reprodutivo.
Existem muitas vantagens na utilizagéo de IA e IATF, como evitar a transmissao de
doencgas venéreas, concentrar oS nascimentos e, consequentemente, obter uma
producdo mais uniforme, além do ganho genético e econdmico através do uso de
touros geneticamente superiores (SA FILHO et al., 2013). Apesar de todas estas
vantagens e disponibilidade, no Brasil uma pequena proporgéo (12%) de fémeas em
idade reprodutiva € inseminada, sendo o restante submetido a monta natural
(BARUSELLLI, 2016).

Existe uma ampla variedade de protocolos de controle do ciclo estral visando
sincronizar a ovulacdo para possibilitar a realizagdo de IATF. Na maioria dos
protocolos utiliza-se ésteres de estradiol como o cipionato de estradiol (ECP) ou
benzoato de estradiol (BE) como indutores de ovulagédo, devido a indugcdo da
manifestacdo de estro e o baixo custo (STEVENSON et al., 2004). No Brasil, a
legislacdo ndo faz restricbes ao uso de derivados de estradiol para o controle
reprodutivo em animais ndo destinados ao mercado Europeu, porém, em alguns
paises o uso de estradiol é totalmente restrito pois este hormdnio, assim como outros
esteroides, pode apresentar efeito residual nos produtos animais (FERRAO e
BRESSAN, 2006).
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Uma vez que o Brasil exporta proteina animal para outros paises que
restringem o uso de esterodides, se torna necessario investigar alternativas ao uso do
estradiol que permitam a manutengédo da eficiéncia dos protocolos, sem oferecer
riscos para consumidores de produtos de origem animal. Analogos de Prostaglandina
F2a (PGF2a) sao utilizados em protocolos de |IA para promover sincronizagao do estro
e regressdo de corpo luteo (KINDAHL et al., 1976; SILVIA et al., 1991). Porém,
estudos ja avaliaram a utilizacdo de prostaglandinas para promover o crescimento
folicular e induzir a ovulacdo em protocolos de IATF demonstrando efeitos positivos
no processo ovulatorio (PFEIFER et al., 2009; LEONARDI et al., 2012; PFEIFER et
al., 2014; PFEIFER et al., 2016; CASTRO et al., 2018). Sabe-se que a ovulacdo € um
processo inflamatério que envolve a sintese de prostaglandinas e, portanto, a
aplicacao de PGF poderia antecipar a ovulacdo, conforme demonstrado em diversas
espécies, embora 0os mecanismos envolvidos sejam desconhecidos. A busca pelo
entendimento dos mecanismos envolvidos na ovulacao e a identificacdo de indutores
alternativos se justifica devido a necessidade de estudar alternativas que possam
substituir 0 uso de ésteres de estradiol, sem que a fertilidade dos animais seja
prejudicada. E imprescindivel ter um controle rigido do momento da ovulacdo para
gue se obtenha uma fertilizagcdo bem-sucedida viabilizando-se o uso da IATF. Diante
de todas as evidéncias, a PGF tem sido sugerida como uma alternativa para substituir
os ésteres de estradiol como indutora da ovulacéo, porém ainda ndo se pode afirmar
qual o seu mecanismo de acdo durante o processo ovulatorio, seja por agao sistémica
ou local, para permitir melhor escolha de doses e momento de aplicagéo.

Baseado nas consideracfes apresentadas, formulou-se a hipétese de que a
administragdo de prostaglandina (PGF) em vacas com foliculos pré-ovulatérios €
capaz de modular eventos relacionados a luteinizacdo, vascularizacdo e ovulagéo.
Portanto, o primeiro objetivo foi revisar os diferentes indutores de ovulagéo disponiveis
para uso em bovinos quanto aos mecanismos de acao e eficiéncia na sincronizagcao
do momento da ovulagédo. Posteriormente, utilizando um modelo in vivo, objetivou-se
avaliar os efeitos da administracdo de PGF sobre o ambiente folicular em bovinos,

especialmente sobre a luteinizagdo e vascularizagao folicular.



2 Artigos
2.1 Artigo 1

Hormonios utilizados em protocolos reprodutivos com énfase na inducéo da

ovulacao

C.A. D’Avila, F.P. Moraes, T. Lucia Jr, B.G. Gasperin

Artigo foi submetido a Revista Brasileira de Reprodugao Animal
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Hormonios utilizados na indugéo da ovulacdo em bovinos
Hormones used as ovulation inducers in cattle
C.A. D’Avilal, F.P. Moraes?, T. Lucia Jr.'*, B.G. Gasperin!
“Correspondéncia: Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus Universitario, 96010-
900, Capéo do Ledo, RS, Brasil. E-mail: tluciajr@gmail.com
Resumo
Diversos hormoénios podem ser utilizados em protocolos que visam otimizar biotécnicas
reprodutivas como a inseminacéo artificial (1A) e inseminagé&o artificial em tempo fixo (IATF),
que exigem controle preciso do ciclo estral e ovulagdo. Alguns destes possuem acéo central,
como o hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e os ésteres de estradiol como o
benzoato de estradiol (BE) e cipionato de estradiol (ECP), enquanto outros como a
gonadotrofina coridnica humana (hCG) e o hormdnio luteinizante (LH) apresentam acéo local.
Além disso, foi demonstrado que as prostaglandinas possuem efeitos positivos na indugdo do
processo ovulatério, mas seu mecanismo de acdo ndo esta totalmente esclarecido. A presente
revisdo tem por objetivo abordar os principais indutores da ovulacdo em protocolos para
controle do ciclo estral em bovinos, bem como o intervalo de tempo apds a sua aplicagdo em
que as ovulagdes ocorreram. A identificacdo de indutores mais eficientes ou talvez a utilizagédo
de mais de um indutor possibilitard um maior controle da ovulagido em bovinos.
Palavras-chave: protocolos, indutores, ovulagdo, bovinos.
Abstract
Several hormones may be used in protocolos aimed to optimize reproductive biotechniques
such as artificial insemination (Al) and timed artificial insemination (TAI) which require
precise control of the estrous cycle and ovulation. Some of them present a
central action, such as the gonadotrophin releasing hormone (GnRH) and estradiol esters such

as estradiol benzoate (BE) and estradiol cypionate (ECP), whereas others have local action,



16

such as human chorionic gonadotrophin (hCG) and luteinizing hormone (LH). In addition, it
has been previously demonstrated that prostaglandins have positive effects on the ovulatory
process, although their mechanism of action is not fully understood. The present review aims
to address the maiun ovulation inducers in protocols to control the estrous cycle in cattle, and
also the period between their administration and the occurrence of ovulation. The identification
of the best inducers or perhaps the use of more than one inducer could increase the control of
ovulation moment in cattle.
Keywords: protocols, inducers, ovulation, cattle.
Introducéo
O manejo reprodutivo é um fator imprescindivel dentro dos sistemas produtivos, pois afeta
diretamente a sua rentabilidade e a sua eficiéncia. O seu éxito depende de diversos fatores:
expressdo e de estro; taxa de fecundacdo apds a sincronizacao do estro e a inducdo da ovulacao;
inseminacdo artificial (I1A); ou inseminacdo artificial em tempo fixo (IATF). O uso de
protocolos hormonais visando sincronizar ovula¢ées em programas de IATF trouxe muitas
vantagens, permitindo que a IA seja executada em um momento pré-determinado, excluindo a
necessidade de deteccdo de estro (BO et al., 2004). Vérias associacdes de hormdnios sdo
utilizadas para o controle do ciclo estral, culminando com a ovulacdo, porem a sua utilizacéo
depende dos custos, da sua aplicabilidade (LUCY et al., 2004) e da legislacdo vigente em cada
pais. Desse modo, a presente revisdo tem por objetivo abordar os principais hormonios
utilizados na indugéo da ovulagdo em protocolos reprodutivos em bovinos.
Protocolos de sincronizagao

As fémeas destinadas a protocolos reprodutivos devem ser submetidas a uma avalia¢éo
geral, levando em consideracdo escore de condigdo corporal (ECC), a categoria animal
(nuliparas, primiparas ou pluriparas), histérico reprodutivo e avaliacdo sanitaria. O ECC

influencia muito a eficiéncia reprodutiva, sendo que animais com baixo escore tém pior
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desempenho reprodutivo. Além disso, é importante realizar exame ultrassonogréfico, para
melhor analisar a condicéo ovariana e uterina.

Os protocolos reprodutivos visando sincronizagdo da ovulagdo geralmente iniciam com
a aplicacdo de um implante de progesterona (P4) exdgena para simular a fase luteal aliada a
aplicacdo de uma fonte de estrogenos para promover a regressdo de foliculos que estejam
presentes nos ovarios. Apos a metabolizacdo do estrogeno, ocorre o surgimento de uma nova
onda folicular em aproximadamente quatro dias, quando ¢ utilizado estradiol-17p (BO et al.,
1995). Realiza-se também uma aplicacdo de analogos de prostaglandina F2a (PGF) para
promover a regressdo do corpo lateo (CL) que possa estar presente (PATE & TOWNSON,
1994). A ovulacéo do foliculo selecionado proveniente do crescimento da nova onda folicular
depende da remocao da fonte ex6gena de P4 (apds cinco a nove dias de exposicao), que ocorre
simultaneamente com a aplicacdo de um indutor de ovulacdo, quando utilizado cipionato de
estradiol (ECP). Quando é utilizado benzoato de estradiol (BE), sua administracdo geralmente
é realizada 24h apds a remocdo de P4, para que as ovulagBes sejam sincronizadas em um menor
intervalo de tempo (BARUSELLI et al., 2006).

Os principais farmacos usados como indutores de ovulacdo em protocolos de IATF em
vacas sdo: analogos (gonadorelina) ou superanalogos (buserelina, lecirelina, fertirelina) do
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e ésteres de estradiol (BE e ECP). Cada um
destes farmacos possui um intervalo especifico entre a aplicacdo e a ovulacdo (Tabela 1) e,
portanto, 0 momento da realiza¢do da IATF é adequado para cada indutor. Também podem ser
utilizados como indutores a gonadotrofina coriénica humana (hCG), hormonio luteinizante
(LH) e, mais recentemente, foi observado efeito positivo da PGF na ovulagdo em bovinos
(LEONARDI et al., 2012; PFEIFER et al., 2014; PFEIFER et al., 2016; CASTRO et al., 2018).

Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH)

O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) age diretamente na hipdfise
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ocasionando a liberagdo de hormonio luteinizante (LH), desse modo as ovulagfes sé&o mais
répidas do que quando séo aplicados ésteres de estradiol. O Ovsynch é um dos protocolos
pioneiros na utilizagdo de GnRH para o controle do ciclo estral e ovulagdo e consiste na
aplicacdo de GnRH, no dia 0, PGF sete dias ap0s e, 48h apds, nova aplicacdo de GnRH.
OvulacBes utilizando este protocolo ocorrem cerca de 24 a 32h apds a aplica¢do da segunda
dose do GnRH em vacas e novilhas leiteiras (PURSLEY et al., 1995). Outros trabalhos
demonstraram que as ovulagdes ocorrem entre 28 a 30h ap6s segunda aplicacdo de GhnRH em
vacas leiteiras (GIORDANO et al., 2012; LIU et al., 2018). Existem altera¢cdes do protocolo
Ovsynch, como o Co-Synch, em que se realiza a inseminacdo artificial no momento da segunda
aplicacdo de GnRH, enquanto que no Ovsynch a inseminacdo € feita de 8-16h apds segunda
aplicacdo de GnRH (GOTTSCHALL et al., 2016). Outra alteracdo é o protocolo Heatsynch,
em que € substituida a segunda aplicagdo de GnRH por ECP. Nao houve diferenca na taxa de
prenhez entre grupos sincronizados com protocolo Ovsynch e Heatsynch em vacas leiteiras
(PANCARCI et al., 2002). Um outro estudo em vacas leiteiras demonstrou que a substitui¢do
da segunda aplicacdo de GnRH por ECP resultou em mais vacas apresentando estro, porém
menos ovulagGes (STEVENSON et al., 2004). Esta variacdo do Ovsynch tem a vantagem de
eliminar uma aplicagdo de GnRH, o que reduz o custo total do protocolo e, além disso, 0 uso
do estradiol induz secre¢do mucosa, tonus uterino e comportamento sexual (STEVENSON et
al., 2004). O protocolo Select-Synch, também uma variagdo do Ovsynch, foi adaptado para
vacas de corte com cria a0 pé em que se insemina somente vacas que apresentarem estro apos
a segunda dose de GnRH (GEARY et al., 2000).
Esteres de estradiol

Os ésteres de estradiol atuam em nivel hipotalamico, estimulando a liberagdo de GnRH

e, consequentemente, a liberagdo hipofisaria de LH. Portanto, nestes protocolos a ovulagao é

mais tardia, em comparagdo com protocolos que usam 0 GnRH. Entre os ésteres de estradiol, 0
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benzoato de estradiol (BE) possui meia-vida curta (aproximadamente 3 dias). O valerato de
estradiol (VE), menos utilizado, possui meia vida intermediéria (7-8 dias), enquanto que o
cipionato de estradiol (ECP) possui meia vida longa (10-12 dias) (WILLIANS & STANCEL,
1996).

A aplicacdo de BE 24h ap6s a remogdo do implante de P4 resultou em ovulagdes 64h
apos remocdo da P4 (HANLON et al., 1997). Um trabalho comparando o uso de BE e ECP
como indutores de ovulagdo demonstrou que o grupo BE teve um intervalo menor entre a
remocéo da P4 até a ovulagdo (TORRES-JUNIOR et al., 2014). Ovulagdes utilizando BE como
indutor ocorreram 69h (PFEIFER et al., 2014) e 66 a 78h (PFEIFER et al., 2016) ap6s a remoc¢éo
da P4, sendo que em ambos estudos o BE foi administrado 24h apds a remocdao da fonte de
progesterona. Com o uso de ECP aplicado no momento da retirada da P4 exdgena, ocorreu um
pico de LH 38h apds, com ovulacdo 66h apos a aplicacdo (AMBROSE et al., 2001). Outro
estudo relata que a ovulacgao pode ocorrer 55h ap6s aplicacdo de ECP (no momento da remogao
de P4) (PANCARCI et al., 2002).

O uso do BE 24h ap6s a remoc¢do do implante de progesterona é reconhecidamente
eficiente em induzir a ovulagcdo (BARUSELLI et al., 2006), mas requer um manejo a mais para
sua aplicacdo. Ja o ECP, devido a sua menor biodisponibilidade e maior longa-vida, é
administrado juntamente com a retirada do implante de P4. Assim, é possivel manter niveis
plasmaticos suficientes para estimular o pico de LH apds a queda dos niveis de P4 (AYRES et
al., 2006), eliminando a necessidade de um manejo adicional, tornando a execugdo dos
protocolos mais simples. Quanto a taxa de prenhez, ndo houve diferenga em animais tratados
com BE ou ECP em protocolos de IATF em vacas leiteiras (FRANCA et al., 2015). Em vacas
Nelore, ao comparar apenas o uso de ECP em diferentes protocolos de IATF, ndo houve
diferenca na taxa de prenhez (VIANNA et al., 2008). Em vacas de corte Bos taurus indicus ndo

houve diferenca na taxa de gestagcio ao comparar BE e ECP (TORRES-JUNIOR et al., 2014).



20

Gonadotrofina coriénica humana (hCG)

Em bovinos, a hCG se liga aos receptores de LH nas celulas da granulosa e da teca dos
foliculos ovarianos e tem sido utilizado para induzir a ovulacdo em protocolos de IATF
(RAJAMAHENDRAN & SIANANGAMA, 1992), ou com objetivo de formar corpo lGteo
acessorio apés a IA (DAHLEN et al., 2010). A hCG tem um alto efeito luteinizante, o que
permite prolongar a vida Util do corpo lGteo e aumentar as concentracdes plasmaticas de
progesterona (DE RENSIS et al., 2008). Sua atividade semelhante ao LH pode induzir
maturacdo dos foliculos, ovulacao e formar corpos lGteos acessorios, prolongando o ciclo estral
(DIAZ et al., 1998).

O uso de hCG para induzir a ovulagdo na IATF aumentou os niveis plasmaticos de P4
e melhorou a fertilidade de vacas leiteiras comprometidas pelo estresse térmico (DE RENSIS
et al., 2008). A substituicdo do GnRH por hCG no inicio do protocolo Ovsynch ndo aumentou
a ovulacdo e nem a taxa de concepcdo em vacas leiteiras (KESKIN et al., 2010). Outro estudo
que utilizou um protocolo de IATF baseado no uso de P4 por 5 dias comparou o uso de GnRH
e hCG no final do protocolo, sendo hCG utilizado nas concentragdes de 1000 e 3000Ul. Foi
demonstrado que a hCG utilizado para induzir a ovulacdo no final do protocolo melhora a
dindmica folicular em comparacdo com o tratamento com GnRH. Além disso, melhores
resultados foram obtidos ao utilizar-se dose de 3000UI (GARCIA-ISPIERTO et al., 2018). A
substituicdo do GnRH por hCG no inicio do protocolo Cosynch, no final do protocolo e no
inicio e final do protocolo em vacas de corte amamentando ndo foi eficaz, demonstrando que
altas taxas de prenhez foram obtidas quando aplicou-se GnRH no inicio e final ou apenas final
do protocolo (SCHMITZ et al., 2017). Em vacas Nelore submetidas a IATF, para avaliar o
crescimento final do foliculo dominante e comparar o uso de eCG (300Ul i.m) e hCG (300Ul
i.m, 200Ul i.m ou 200Ul s.c) no dia 8 do protocolo, observou-se que a hCG foi inferior a eCG,

pois ocasionou ovulagOes precoces (PRATA et al., 2018). Ao avaliar a dindmica folicular e
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sincronizacdo de estro utilizando diferentes dosagens de hCG (500, 1000, 2000 e 3000UI i.m)
em bovinos, ndo houve diferenca entre os tratamentos (COSTA et al., 1999).
Hormonio Luteinizante (LH)

O hormonio luteinizante exdgeno age diretamente nas células da granulosa dos
foliculos. O aumento da concentracdo de LH faz com que as células da granulosa comecem sua
luteinizagdo pré-ovulatoria e se diferenciem, apos a ovulagdo, em células luteas produtoras de
progesterona (ROBINSON et al., 2008). O uso de LH mostrou melhorar a taxa de ovulagdo em
novilhas em comparacdo ao uso de GnRH (MARTINEZ et al., 1999). Com a administracdo
exogena de LH € possivel controlar o momento da ovulagao, que ocorre entre 24 e 36h ap6s a
administracdo (NOGUEIRA & BARROS, 2003). Em um trabalho que avaliou a substituicdo
da segunda dose de GnRH no protocolo Ovsynch por LH ou hCG em bufalas, cujo objetivo era
aumentar a taxa de ovulacdo devido a acdo local dos indutores nos foliculos, ndo foram
observadas diferencas na taxa de prenhez (BARUSELLI et al., 2009). Em bufalas, comparou-
se a aplicagdo de LH e GnRH, sendo obtida sincronizacdo da ovulacdo e taxa de prenhez
aceitaveis em ambos os tratamentos, demonstrando que o LH pode ser utilizado para substituir
a segunda aplicacdo de GnRH no Ovsynch (DE ARAUJO BERBER et al., 2002). O uso de LH
como indutor de ovulacdo na IATF em novilhas da raga Nelore ndo foi eficaz para aumentar
significativamente as taxas de prenhez (TAIRA et al., 2011).

Prostaglandinas

O efeito terapéutico mais explorado da PGF ¢é relacionado com sua capacidade de
promover lutedlise, sendo utilizada, principalmente, em protocolos de sincronizacdo do estro.
O uso da PGF para sincronizacao possibilita maiores taxas de estro e de 1A, em comparagdo a
deteccdo de estro sem sincronizacdo. Porém, apenas administrar a PGF ndo resulta em
sincronizacgdo da ovulagdo para viabilizar a IATF, pois o estro pode acontecer em até 5 dias.

Desse modo, grande parte dos protocolos para sincronizacdo de cio e IATF combina o uso de
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PGF com fonte exdgena de progesterona e indutores da ovulagéo.

No Brasil existem dois analogos de PGF disponiveis comercialmente: dinoprost
trometamina, andlogo mais semelhante & PGF natural e com meia vida curta; e o cloprostenol
sodico, molécula mais potente e com meia-vida mais longa (BOURNE, 1981). Trabalhos
recentes sugerem que a PGF e seus analogos podem ser usados como indutores da ovulacdo
(LEONARDI et al., 2012; PFEIFER et al., 2014; PFEIFER et al., 2016; CASTRO et al., 2018).
A aplicagdo exdgena de analogo de PGF foi associada com ovula¢do em novilhas pré-puberes
independentemente do uso de progesterona exdgena como pré-tratamento. O processo
ovulatério foi induzido por um mecanismo independente da lutedlise, visto que as novilhas pre-
puUberes ovularam 94h ap6s o tratamento com cloprostenol (LEONARDI et al., 2012). Além
disso, a aplicacdo de analogo da PGF 24h ap6s a remogdo da fonte exdgena de P4, pode ser
utilizado para induzir ovulagéo de forma sincronizada em novilhas (PFEIFER et al., 2014).
Recentemente, em vacas leiteiras no pos-parto, foi demonstrado que a PGF promoveu a indugdo
sincronizada da ovulacdo de maneira similar ao BE, sendo um potencial indutor de ovulagao
em protocolos de IATF (PFEIFER et al., 2016). Ao comparar o uso de PGF como indutor da
ovulagdo em protocolos utilizando GnRH e progesterona demonstrou-se que a PGF foi téo
eficaz quanto o ECP e permitiu que o foliculo pré-ovulatério alcangasse um maior diametro
(CASTRO et al., 2018).

O mecanismo atraveés do qual a PGF atua como indutor de ovulacdo ainda ndo esta
completamente definido, mas é possivel que ela atue em nivel sistémico, tendo acdo no eixo
hipotalamico-hipofiséario, podendo aumentar a capacidade de resposta da hip6fise ao GnRH,
estimulando a liberacdo de LH (KISER et al., 1976; RANDEL et al., 1996). Desse modo, a PGF
poderia eventualmente substituir o GnRH nos protocolos de inducdo de ovulacéo, reduzindo os
custos dos protocolos de IATF, nas ocasifes em que o uso de estradiol € restrito. Além do

possivel efeito central, na regulacdo das gonadotrofinas, existem evidéncias de que a PGF
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desempenhe um papel local no ovario (MURDOCH et al., 1993; BRIDGES & FORTUNE,
2007). Desse modo, a ovulagdo induzida pela PGF poderia ser devido a uma acéo direta da PGF
nas células foliculares.
Considerac6es finais
O avanco e conhecimento das biotécnicas reprodutivas permite a otimizacdo dos sistemas de
producdo atuais. A IATF pode expandir a producdo pecudria atual, melhorando as taxas de
prenhez, o ganho genético e elevando as taxas de desfrute e a produtividade. Porém, a
preocupacdo com os residuos de hormonios esteroides é uma constante, o que leva a busca por
produtos alternativos. A identificacdo dos indutores mais eficientes ou a utilizacdo de mais de
um indutor podera possibilitar um maior controle da ovulagdo em bovinos, impactando
diretamente nos resultados das biotécnicas reprodutivas.
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Tabela 1: Estudos que utilizaram diferentes indutores de ovulagido em bovinos

Referéncia
Pursley et al.
(1995)

Giordano et al.

(2012)

Liu et al.
(2018)
Berber et al.
(2002)
Berber et al.
(2002)
Pancarci et al.
(2002)

Stevenson et al.

(2004)

Ambrose et al.

(2001)
Ambrose et al.
(2001)
Hanlon et al.
(1997)
Pfeifer et al.
(2014)
Pfeifer et al.
(2014)
Pfeifer et al.
(2016)
Pfeifer et al.
(2016)
Ambrose et al.
(2001)

Indutor*
GnRH 48h apos
PGF
GnRH 48h apos
PGF

GnRH 48h apo6s
PGF
GnRH 48h apo6s
PGF
LH 48h ap6s PGF

Heatsynch, ECP
24h apos PGF
Heatsynch, ECP
24h apos PGF
GnRH 24h ap6s
remocéo P4
LH 24h ap6s
remocéo P4
BE 24h ap6s
remocéo P4
BE 24h ap6s
remocéo P4
PGF 24h apds
remocéo P4
BE 24h ap6s
remocéo P4
PGF 24h apds
remocéo P4
ECP no momento
retirada P4

P4

8 dias

8 dias

12 dias

9 dias

9 dias

9 dias

9 dias

8 dias

Momento da ovulagéo
24-32h apds segunda
aplicacdo de GnRH
28-30h apds segunda
aplicacdo de GnRH
(28,6 £0,3h)
28-30h apds aplicacdo
de GnRH (29,3+0,5h)
26,5+9,6h apos
aplicacdo de GnRH
24,4+7,9h apos
aplicacdo de LH
48-72h apos aplicacao
de ECP (55,4+2,7h)
60-65h apds aplicacdo
de ECP (59+2h)
48-60h apo6s remocédo P4

48-168h apds remocao
P4
64h apds aplicagdo de
BE
69h apds remocao P4
(69,82+3,23h)
73h apds remocao P4
(73,1%3,23h)
66-78h apds remocao P4
(71,1+1,6h)
66-120h apo6s remoc¢éo
P4 (84,0+5,6h)
48-84h apo6s remocdo P4

* Para obter o protocolo hormonal completo, consultar o estudo citado.
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2.2 Artigo 2

Efeito da prostaglandina e anti-inflamatorio ndo esteroidal sobre a

esteroidogénese no periodo pré-ovulatério em vacas
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Resumo

Obijetivou-se avaliar o efeito da prostaglandina F2a (PGF) aplicada sistemicamente no
processo ovulatorio e testar se a PGF é capaz de reverter os efeitos inibitorios de um anti-
inflamatorio ndo esteroidal (AINE) na ovulacdo induzida pelo horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH). Vacas tiveram a onda folicular sincronizada com benzoato de
estradiol (DO0), dispositivo intravaginal de progesterona (P4) (DIVP4; 9 dias) e aplicagédo
de PGF (cloprostenol sodico, 241ug; i.m.) no D8. No experimento 1, ap6s 12h da retirada
do DIVP4, as vacas (n=19) foram alocadas em trés grupos: controle: solucao salina 0,9%
i.m (n=6); GnRH: 100ug de acetato de gonadorelina i.m (n=7); e PGF: 500ug de
cloprostenol sédico i.m. (n=6). Os foliculos foram aspirados 24 h ap0s os tratamentos.
Né&o foi observada diferenca significativa (P>0,05) nas concentracdes de P4 no fluido
folicular (FF). Os niveis de estradiol (E2) no FF ndo diferiram entre os grupos controle e

PGF, mas foram menores no GnRH (P<0,05). No experimento 2, aplicou-se GnRH
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(acetato de gonadorelina; 100ug i.m.) 20h apds a remogdo do DIVP4 (hora 0), em todos
0s animais. Imediatamente ap6s, as vacas foram alocadas em trés grupos: controle:
solucgéo salina 0,9% i.m (n=6); AINE: 2,2mg/kg i.m. de flunixin meglumine (FM) 17h
apés GnRH (n=6); e grupo AINE+PGF, 2,2mg/kg i.m. de FM 17h apéds aplicacdo de
GnRH e 25mg i.m. de PGF (Dinoprost trometamina) 23h ap6s GnRH (n=6). Menores
concentracdes de P4 no FF e menor vascularizacdo da parede folicular foram observados
no grupo AINE+PGF (P<0,05) 24h ap6s GnRH. Os tratamentos ndo afetaram
significativamente os niveis de E2. Conclui-se que a administracdo de PGF nao induz os
mesmos efeitos observados sobre a esteroidogénese apds o tratamento com GnRH.
Palavras-chave: luteinizacdo; esteroidogénese; foliculogénese.

Introducéo:

A eficiéncia reprodutiva em propriedades é um fator muito importante para gerar
satisfatorio retorno econdmico. Nesse sentido, o uso de biotecnologias reprodutivas como
a inseminacdo artificial (IA) e inseminacao artificial em tempo fixo (IATF) permite
otimizar a reproducdo na propriedade. Os protocolos de sincronizacdo para a IATF
geralmente se iniciam com a aplicacdo de um implante intravaginal de progesterona (P4)
para simular a fase luteal, em conjunto com benzoato de estradiol (BE), para ocorrer
emergéncia de nova onda folicular (Macmillan & Peterson, 1993; Baruselli et al., 2006).
Ao final do periodo de suplementacdo de progestadgeno (geralmente de 7 a 9 dias) sao
administrados andlogos de prostaglandina F2a (PGF) para promover a lutedlise e um
indutor de ovulacdo como ésteres de estradiol ou analogos de horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) (Pfeifer et al., 2014).

O uso de PGF com o objetivo de promover a lutedlise foi estabelecido ha décadas

(Kindahl et al., 1976; Tsai and Wiltbank, 1997; Ireland and Roche, 1982; Silvia et al.,
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1991). Embora sua a¢do principal seja como agente luteolitico, estudos sugerem efeitos
sobre o desenvolvimento folicular em novilhas (Leonardi et al., 2012), ovulagéo em vacas
(Castro et al., 2018; Pfeifer et al., 2014; Pfeifer et al., 2016), ovelhas (Davies et al., 2006),
éguas (Aguilar et al., 2018) e leitoas (Hunter and Poyser, 1985; Downey and Ainsworth,
1980; Srikandakumar and Downey, 1989). Apesar de todas estas evidéncias, 0s
mecanismos envolvidos no efeito da PGF na ovulagdo séo desconhecidos.

As prostaglandinas quimicamente sdo parte de um grupo chamado eicosandides,
derivados do acido araquidonico e liberado a partir de fosfolipidios de membrana de
células lesadas, por acdo catalitica da fosfolipase A2 que da inicio a cascata do &cido
araquiddnico. As enzimas cicloxigenases (COX-1 e COX-2) participam do processo de
metabolizacdo em etapas sequenciais das prostaglandinas (Monteiro et al., 2008; Moses
and Bertone 2002). Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) amplamente utilizados
na medicina veterinaria atuam na inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 (Moses and
Bertone 2002). Desse modo a utilizacdo de AINEs pode afetar a producdo de
prostaglandinas. Nos momentos préximos a ovulacdo a expressdo de COX-2 e de
prostaglandinas no fluido folicular atingem seus niveis maximos. A expressao de mMRNA
para COX-2 e a concentragdo de prostaglandina E (PGE) e PGF aumenta somente horas
antes da ovulagéo (Bridges et al., 2007; Sirois 1994).

O fato de que as prostaglandinas sdo indispensdveis para a ovulacdo foi
demonstrado em bovinos e suinos atraves da administracdo de AINES imediatamente
antes da ovulacdo. Em leitoas, a ovulacao foi inibida apds tratamento com indometacina,
o que foi revertido apos tratamento com PGF, enquanto que a PGE néo foi eficaz em
induzir ovulacdo (Downey and Ainsworth, 1980). O uso de AINES também afetou o

processo ovulatério em mulheres (Priddy et al., 1990), vacas (De Silva and Reeves, 1985)
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e éguas (Cuervo-Arango and Domingo-Ortiz, 2011). Portanto, o uso de AINES durante o
periodo pré-ovulatério pode representar um bom modelo para se estudar a funcdo das
prostaglandinas na indugéo da ovulagéo.

Com base nas consideracdes apresentadas, formulou-se a hipotese que a aplicacdo
im de prostaglandina F2a altera o processo ovulatério em bovinos, afetando a
luteinizacdo e vascularizacdo folicular. Desta forma os objetivos deste estudo foram: (1)
avaliar o efeito da prostaglandina F2a aplicada intramuscular (i.m) durante o processo
ovulatério em comparacdo com o GnRH; e (2) avaliar se o tratamento com PGF é capaz
de reverter os efeitos inibitorios de um anti-inflamatério ndo esteroidal na ovulagéo
induzida pelo GnRH.

Metodologia:

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité de
Etica e Experimentacdo Animal da UFPel (0288-2015).

Experimento 1:

Para testar a hipdtese de que a aplicacao i.m de PGF estimula eventos relacionados
ao processo ovulatério em bovinos, objetivou-se avaliar o efeito da PGF aplicada i.m. em
vacas no periodo pré-ovulatorio. Foram utilizadas 19 vacas adultas das ragas Jersey e
Holandés, ciclicas, ndo lactantes e ndo gestantes, com condigdo corporal acima de 2,5
(escala de 1-5). Todos os animais foram mantidos em campo nativo com livre acesso a
sal mineral e agua.

Conforme mostrado na Figura 1, a onda folicular foi sincronizada com aplicagéo
de benzoato de estradiol (Gonadiol®, Zoetis, Brasil; 2 mg. i.m.) no DO, simultaneamente
a insercdo de um dispositivo intravaginal (DIV, Sincrogest®, Ourofino, Brasil) contendo

1 g de P4, juntamente com a aplicacdo de 241 g de PGF (cloprostenol sodico) (Estron®,
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Agener Unido, Brasil), i.m. Ainda no DO, os foliculos com didmetro maior que 8 mm
foram puncionados. No D8, foi feita a aplicacdo i.m. de 241 pg de PGF (cloprostenol
sodico) (Estron®, Agener Unido, Brasil), com o objetivo de remover possiveis fontes de
P4 enddgena. Os foliculos foram acompanhados diariamente por ultrassonografia
transretal (SonoScape A5V, com sonda de 7,5 MHz) do D7 ao D11, para identificagéo
dos foliculos dominantes saudaveis. O DIV foi mantido por 9 dias, para que os foliculos
atingissem aproximadamente 12 mm de didmetro, e tivessem capacidade de responder ao
pico de LH induzido por GnRH (Sartori et al., 2001). Para evitar um pico de LH enddgeno
prévio ao tratamento, 12 h apos a retirada do DIV as vacas foram alocadas a trés grupos:
controle, que recebeu aplicagéo de solucdo salina 0,9% i.m (n = 6); GnRH, que recebeu
100 pg de acetato de gonadorelina (Gestran Plus®, Tecnopec, Brasil) i.m. (n =7); e PGF,
que recebeu 500 pg de cloprostenol sédico (Ciosin®, MSD Saude Animal, Brasil) i.m. (n
= 6). O diametro dos foliculos pré-ovulatérios foi equilibrado entre os grupos para que

todos tivesse o diametro mais semelhante possivel.

100ug de acetato de gonadorelina (grupo GnRH)
500 pg de cloprostenol sédico (grupo PGF)

2 mg BE
241 ug PGF 2411 PGF Aspiracdo folicular
( P4 +—12h———24h—
DO D7 D8 D9 D* D*
|
[ Dinamica folicular ]

Figura 1: Desenho experimental do Experimento 1
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Para a coleta das amostras, as vacas foram submetidas a limpeza perineal e
anestesia epidural com 80 mg de lidocaina (Anestex Fagra®, Vétoquinol, Brasil). A
aspiracdo folicular foi realizada através de ultrassonografia transvaginal (PieMedical
esaote AguilaVet, equipado com sonda micro convexa de 6MHz), utilizando um sistema
estéril de mangueiras e cateteres 16 G (Jelco®). O conteudo aspirado foi imediatamente
centrifugado a 3500 rpm por 7 min para separacdo das células e do fluido folicular, que
foram armazenados em nitrogénio liquido.

Experimento 2:

Para testar a hipdtese de que a aplicacdo intramuscular de anti-inflamatério ndo
esteroidal retarda ou impede o processo ovulatério, objetivou-se avaliar a esteroidogénese
e a vascularizagéo folicular comparando o uso de AINE associado ou ndo ao tratamento
com prostaglandina apds aplicacdo de GnRH. Foram utilizadas 18 vacas adultas da raca
Jersey, ciclicas, ndo lactantes e ndo gestantes, com condi¢do corporal igual ou superior a
3 (escala de 1-5). As vacas foram mantidas em campo nativo, com acesso livre a sal
mineral e 4gua.

O protocolo hormonal utilizado para sincronizacdo da onda folicular foi 0 mesmo
usado no Experimento 1. Os foliculos foram acompanhados diariamente por
ultrassonografia transretal (SonoScape A5V com com sonda de 7,5 MHz), desde o D7 até
o D11, para identificacdo dos foliculos dominantes saudaveis. O DIV foi mantido por 9
dias, até que os foliculos em crescimento atingissem pelo menos 12 mm de diametro e
tivessem capacidade de responder ao pico de LH (Sartori et al., 2001). Foi realizada a
aplicacdo de 100 pg de GnRH (acetato de gonadorelina; Gestran Plus® - TecnoPec), i.m.,
20 h ap6s aremocdo do DIV (hora 0). Apos a aplicagdo de GnRH, as vacas foram alocadas

a trés tratamentos: controle, que receberam solugéo salina 0,9% i.m (n = 6); AINE, que
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receberam 2,2 mg/kg de flunixin meglumine (Flumedin®, Jofadel, Brasil) i.m., 17 h apds
a aplicacdo de GnRH (n=6); e AINE+PGF, que receberam 2,2 mg/kg de flunixin
meglumine (Flumedin®, Jofadel, Brasil) i.m., 17 h apds a aplicagdo de GnRH, seguidos
de 25 mg de PGF (Dinoprost trometamina) (Lutalyse®, Pfizer, Brasil), i.m., 23 h apds a
aplicacdo de GnRH (n=6) (Figura 2). A aplicacdo de AINE ap6s GnRH foi para que ndo
houvesse nenhuma possivel inibicdo de prostaglandinas e que a cascata ovulatoria fosse
normalmente induzida pelo GnRH sendo o mais fisiol6gico possivel. Além disso, o
momento de aplicagdo de AINE 17h apds GnRH foi devido a meia vida do farmaco e
também devido ao aumento intrafolicular de prostaglandinas que corre aproximadamente
entre 18-24h horas ap6s aplicacdo de gonadotrofinas (Algire et al., 1992). O diametro dos
foliculos pré-ovulatérios foi equilibrado entre os grupos para que todos tivesse o didmetro

mais semelhante possivel.

2,2 mg flunixin meglumine (grupo AINE e AINE+PGF)

100 pg acetato de gonadorelina

25 mg dinoprost trometamina
(todos os grupgs)

(erupo AINE+PGF)

2 mg BE
241 pg PGF 241 pg PGF —
i i
( P4 )—Zoh—{—ﬂh——sh— —1h
|

DO D7 D8 D9 D* D* D* D*
‘l HO H17 H23  H24
( Dinamica Folicular ]

Figura 2: Desenho experimental do Experimento 2

Os foliculos tiveram o fluxo sanguineo avaliado por ultrassonografia transretal
doppler colorido (Mindray M5 com sonda linear de 6,5 MHz) no momento da aplicagéo

do GnRH e 24h apos. As imagens dos foliculos foram obtidas a partir de avaliagdes com
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méaxima intensidade de cor e com foco na imagem em que o foliculo demonstrou diametro
mais amplo. A avaliagcdo realizada foi subjetiva com escores de 1-5 de acordo com
Ginther & Utt (2004) com adaptagcdes. Os procedimentos de aspiracdo folicular e
armazenagem das amostras foram realizados conforme descrito no experimento 1.
Dosagens hormonais:

As amostras de fluido folicular provenientes dos foliculos pré-ovulatérios foram
centrifugadas e armazenadas em microtubos a -196°C. As dosagens de P4 e E2 do fluido
folicular foram realizadas através da técnica de quimioluminescéncia em laboratorio
comercial.

Andlise estatistica:

Os valores obtidos para as concentracdes de E2 e P4 no fluido folicular foram
testados quanto a normalidade e normalizados quando necessario. As comparacdes entre
os grupos foram realizadas através de analise de variancia (ANOVA) seguida do teste t
de Student utilizando um nivel de significancia de 5%.

A avaliacdo da vascularizacgdo folicular foi conduzida por trés técnicos treinados,
em ordem aleatdria e as cegas (sem o conhecimento das avaliacdes feitas pelos demais
técnicos). Posteriormente, a mediana dos trés escores foi calculada e comparada entre 0s
tratamentos através de analise de variancia de Kruskal-Wallis para métodos nao
paramétricos.

Resultados:
Experimento 1:

N&o foi observada diferenca significativa (P>0,05) nas concentragbes de P4

(Figura 3) no fluido folicular, tendo sido observados: 226,7 + 70,8 ng/mL no grupo

controle; 606,3 £ 185,0 ng/mL no grupo GnRH; e 270,7 + 119,4 ng/mL no grupo PGF.
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Os niveis de E2 no fluido folicular (Figura 3) ndo diferiram entre o grupo controle (467,5
+ 80,9 pg/mL) e o grupo PGF (456,1 = 93,9 pg/mL). Por outro lado, o grupo GnRH

apresentou menor concentracao de E2 (83,3 = 24,1 pg/mL, P < 0,05).

900 600000 A

400000
E'\xo\fert'\cal (Valor)

300 i T 200000
0 0

Controle GnRH PGF Controle GnRH PGF

Figura 3: Concentracao de progesterona (A) e estradiol (B) no fluido folicular
(Experimento 1)*

*Controle: solucdo salina 0,9% (n = 6);

GnRH: 100 pg de acetato de gonadorelina (n = 7);

PGF: 500 pg de cloprostenol sédico (n = 6);

ABMédias com expoentes distintos diferem (P = 0,001).

P4 ng/mL
E2 pg/mL

Experimento 2:

Os niveis de P4 no fluido folicular no grupo AINE+PGF (305,3 £ 24,6 ng/mL)
foram menores (P = 0,06) em comparagdo com os grupos controle (477,5 + 80,8 ng/mL)
e AINE (344,9 £ 31,7 ng/mL) (Figura 4). Os tratamentos ndo afetaram as concentragdes
de E2 (P > 0,05), sendo observados 93,9 = 17,5 pg/mL no grupo controle, 95,2 + 12,1

pg/mL no grupo AINE+PGF e 81,6 + 24,3 pg/mL no grupo AINE (Figura 4).

600 A 120000
400 A8 B 80000
-
E T B
.
H 2
z 3
200 40000
i} 0

Controle AINE AINE+PGF Controle AINE AINE+PGF



39

Figura 4: Concentracdo de progesterona (A) e estrogénio (B) no fluido folicular
(Experimento 2)*

*Controle: solucéo salina 0,9% i.m (n = 6);

AINE+PGF: 2,2 mg/kg de flunixin meglumine 17 h apos a aplicacdo de GnRH e 25 mg
de PGF, 23 h ap0s a aplicacdo de GnRH (n=6);

AINE: 2,2 mg/kg de flunixin meglumine 17 h apos a aplicacdo de GnRH (n = 6);
ABMeédias com expoentes distintos diferem (P = 0,06).

Na figura 5 s&o demonstradas imagens da avalicdo com ultrassonografia Doppler
colorido em cada grupo, 24 h apés a aplicacdo de GnRH. As imagens sdo do momento de
maior vascularizacdo de cada vaca, obtidas apds analise de cada video formado no

momento da avaliagcdo. Na figura 6 observa-se o grau de vascularizagdo no momento Oh

e 24h apds GnRH.
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Figura 5: Imagens da avaliacdo com doppler 24 h ap6s aplicacdo de GhnRH*

*(1) Controle: solucéo salina 0,9% (n = 6);

(2) AINE+PGF: 2,2 mg/kg de flunixin meglumine 17 h ap6s a aplica¢do de GnRH e 25
mg de PGF, 23 h apds a aplicacdo de GnRH (n=6);

(3) AINE: 2,2 mg/kg de flunixin meglumine 17 h apoés a aplicagdo de GnRH (n = 6).
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Figura 6: Grau de vascularizacdo folicular no momento da aplicacdo dos tratamentos (0
h) e 24 h ap6s*
*(1) Controle: solucéo salina 0,9% (n = 6);
(2) AINE+PGF: 2,2 mg/kg de flunixin meglumine 17 h ap06s a aplicagdo de GnRH e 25
mg de PGF, 23 h apds a aplicacdo de GnRH (n=6);
(3) AINE: 2,2 mg/kg de flunixin meglumine 17 h apés a aplicagdo de GnRH (n = 6).
Discusséo

O primeiro estudo foi delineado para avaliar se uma aplicacdo de PGF é capaz de
induzir alteracdes no ambiente folicular compativeis com as observadas ap6s o tratamento
com GnRH, potente indutor de ovulacdo. N&o foi observada diferenca entre 0s grupos em
relagdo a concentracdo de P4 no FF. Em relacdo a concentragdo de E2 observou-se uma
diminuig&o no grupo tratado com GnRH em relagéo aos demais. O GnRH age diretamente
na hipofise e é responsavel pela liberacdo do hormdnio luteinizante (LH), sendo que o
pico de LH resultante induz uma serie de alteragfes que desencadeiam na ovulacgéo e
liberacdo de um od0cito capacitado para ser fecundado (Espey, 1980). Em vacas, 0 pico de
LH ocorre 2h apds a aplicacdo de GnRH (Komar et al., 2001) sendo que, ap0s 0 pico de
LH, observa-se uma inversdo nos niveis de esteroides no FF, ocorrendo aumento na
concentracdo de P4 e diminuicdo nos niveis de E2, o que caracteriza o processo de
luteinizacdo pre-ovulatoria (Komar et al., 2001). Os niveis de E2 no fluido folicular

diminuem gradativamente apés a aplicacdo de GnRH, devido a queda na expressdo da

enzima esteroidogenica CYP19A1(Komar et al., 2001; Santos et al., 2011). Portanto,
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nossos dados demonstram que a PGF néo foi capaz de induzir as alteracdes observadas
no grupo GnRH, no qual o pico de LH resultante promoveu a diferenciacdo e luteinizagao
das células da granulosa (Robinson et al., 2008).

A avaliacdo com a ultrassonografia doppler demostrou que na hora 0 (aplicacéo
GnRH) nédo houve diferenca entre os grupos na vascularizacdo folicular, porém, na hora
24, observou-se uma diferenca entre os grupos, o grupo AINE+PGF apresentou menor
vascularizagéo folicular e os grupos Controle e AINE néo diferiram entre si. Uma menor
vascularizagdo era esperada no grupo AINE, uma vez que, em éguas, a aplicacdo de
flunixin meglumine, o mesmo AINE utilizado no presente estudo, bloqueou a ovulacéo
induzida por hCG (Cuervo-Arango and Domingo-Ortiz, 2011). Outros AINEs como
Meloxican e Fenilbutazona também inibiram a ovulacdo induzida por deslorelina em
éguas (92% e 83% de bloqueio, respectivamente) (Lima et al., 2015). Ainda, a aplicacdo
de doses terapéuticas de Fenilbutazona ap6s o uso de deslorelina atrasou, mas nado
bloqueou, o processo de ovulacdo em éguas (Larentis et al., 2018). Em vacas, a
administracdo de indometacina intraovariana bloqueou a ovulacdo (De Silva and Reeves,
1985), enquanto que, em mulheres, a administracdo de indometacina causou atraso na
ruptura folicular (Athanasiou et al., 1996). Nesse sentido, recentemente foi demonstrado
que a indometacina pode ser usada de forma segura e eficaz para prevenir ovulagdes
prematuras em mulheres submetidas a protocolos de superestimulacdo ovariana apés o
uso de hCG e GnRH, o que poderia aumentar o nimero de odcitos obtidos através de
aspiracdo folicular (Cheng and Li, 2018). O motivo pelo qual, em nosso estudo, as vacas
tratadas com AINE e PGF apresentaram menor vascularizacdo é desconhecido. Pode-se

especular que a PGF alterou o processo ovulatério, sendo necessario repetir o
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delineamento observando o momento da ovulagdo para concluir se houve uma
antecipacao, atraso ou bloqueio do processo ovulatorio.

Apesar de nossos resultados demonstrarem que o nivel de P4 foi mais baixo nos
grupos tratados com AINE e que o tratamento com PGF néo foi capaz de reverter o efeito
inibitorio, outros estudos demonstraram a capacidade da PGF em induzir a ovulagdo. A
aplicacdo exdgena de analogo de PGF foi associada com ovulacdo em novilhas pré-
puUberes, independentemente do uso de progesterona exdgena como pré-tratamento
(Leonardi et al., 2012). O processo ovulatério foi independente da lutedlise, visto que as
novilhas pré-puberes ovularam 94h ap6s o tratamento com cloprostenol (Leonardi et al.,
2012). Além disso, a aplicacdo de andlogo da PGF 24h ap6s a remocao da fonte exdgena
de P4 pode ser utilizada para induzir ovulagao de forma sincronizada em novilhas (Pfeifer
et al., 2014). Recentemente, ao comparar o uso de PGF e BE como indutores da ovulagéo
na IATF de vacas leiteiras no pos-parto, foi demonstrado que a PGF promoveu a indugédo
sincronizada da ovulacdo, sendo um potencial indutor de ovulacdo (Pfeifer et al., 2016).
Ainda, ao comparar 0 uso de PGF como indutor da ovulacdo em protocolos utilizando
GnRH e progesterona, demonstrou-se que a PGF foi tdo eficaz quanto o ECP e também
permitiu que o foliculo pré-ovulatério alcangasse um maior diametro (Castro et al., 2018).
Corroborando com os dados obtidos em bovinos, em éguas a injecdo intrafolicular de
PGE e PGF adiantou a ovulagdo em 50h, quando comparado ao grupo controle (Aguilar
etal., 2018).

O mecanismo pelo qual a PGF induz a ovulagdo ndo esta totalmente claro, mas
sugere-se que seja por efeitos locais e/ou centrais. Sugere-se que PGF tenha ac¢&o no eixo
hipofisario-hipotalamico, podendo aumentar a capacidade de resposta da hipéfise ao

GnRH, uma vez que demonstrou-se um aumento na frequéncia de liberacdo de LH 6h
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apos o tratamento com um anélogo de PGF em vacas que estavam em anestro pos-parto
(Randel et al., 1996). Outro estudo com ovelhas em anestro relatou que a aplicacdo de
PGF causou ovulagdo devido a um efeito direto a nivel ovariano, sem ter relagdo com a
diminuicdo nos niveis de progesterona (Davies et al., 2006). Em touros, a injecao
subcutanea de PGF aumentou as concentragdes de LH (Kiser et al., 1976). Porém, em
outro trabalho foi demonstrado que a PGF inibiu a secrecdo de LH em células hipofisarias
de ratos (Naor et al., 2007). Além deste efeito na regulagdo de gonadotrofinas estudos
relatam que a PGF tem um efeito local no ovério. Prostaglandinas produzidas pelas
células da granulosa (PGE: e PGF) agem diretamente no foliculo pré-ovulatério (Bridges
and Fortune, 2003), sendo que a PGF secretada pelo foliculo pré-ovulatério esta
intimamente ligada a ruptura do estigma owvulatério (Murdoch et al., 1993). A
cicloxigenase 2 (PTGS2) regula a da taxa de producdo de prostaglandinas.
Aproximadamente 10h antes da ruptura do foliculo dominante, ocorre um aumento da
expressao de PTGS2 nas células da granulosa e hd& um aumento na concentracdo de
prostaglandinas. A delecdo do gene PTGS2 em camundongas diminuiu o numero de
ovulacgdes por ovario (Lim et al., 1997). Apos o pico de LH demonstrou-se aumento da
isoforma PGHS2 em foliculos pre-ovulatérios de bovinos e também aumento no FF de
PGE e PGF2a (Liu etal., 1997).

A ultrassonografia Doppler associada com a ultrassonografia tradicional é capaz
de prover informacBes em tempo real sobre a arquitetura vascular e as caracteristicas
hemodindmicas dos vasos, permitindo avaliar a presenca e dire¢do do fluxo sanguineo
(Carvalho et al., 2008). Na nossa avaliacdo ultrassonografica foi utilizado o modo
Doppler colorido em que a diferencas de frequéncias séo visualizadas de forma colorida

no monitor, em tons de vermelho a amarelo e azul a verde, em uma imagem de modo B
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convencional, que nada mais é que uma imagem preto e cinza. As avaliagdes do modo
doppler colorido podem ser subjetivas em escalas de 0-4 (Silva and Ginther, 2010), (Silva
et al., 2005) ou objetivas através de softwares desenvolvidos que baseiam-se na
quantidade de pixels coloridos (Pugliesi et al., 2017). A avaliacdo realizada foi subjetiva,
conforme Ginther & Utt (2004), com adaptacdes. Observou-se que houve diferenca entre
0S grupos apenas na hora 24, o grupo AINE+PGF apresentou menor vascularizacao.
Sabe-se que durante o processo de ovulacdo ocorre aumento do fluxo sanguineo, o qual
parece ser controlado pela prostaglandina E2 (PGE2) (Martin and Ferreira, 2009). Em
vacas a ultrassonografia Doppler modo colorido foi eficiente para demonstrar a
divergéncia da vascularizacdo de paredes de foliculos ovulatérios quando comparados
com foliculos ndo ovulatérios (Acosta et al., 2003). Em nossos estudos foi realizada
aplicacdo de PGF a qual ja foi atribuida fungdes de contracdo e vasoconstri¢cdo (Martin
and Ferreira, 2009; Trevisol et al., 2013). Porém qual prostaglandina é essencial para
ovulacdo ainda demostra resultados controversos. Em porcas a aplicacdo de
indometacina, um AINE, foi revertida pela aplicacdo de PGF (Downey and Ainsworth,
1980), o que também foi observado em coelhas (Diaz-Infante Jr et al., 1974). Ja em ratos
0 bloqueio causado pela indometacina foi revertido pela aplicacdo de PGE (Tsafriri et al.,
1973). Estes estudos demonstram que as prostaglandinas parecem ter acdo especifica em
cada espécie.
Concluséao

Baseado nos resultados obtidos a prostaglandina ndo foi efetiva como indutor da
ovulagdo quando comparada ao tratamento com GnRH. A administragdo intramuscular
de AINE afetou a sintese de progesterona em foliculos pré-ovulatérios in vivo, sugerindo-

se utilizar estes farmacos com cautela quando associado a programas reprodutivos. O
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nivel de progesterona foi mais baixo nos grupos tratados com AINE, mas o tratamento
com PGF néo foi capaz de reverter este efeito inibitdrio. Mais estudos in vivo sobre o
efeito da prostaglandina no controle da sintese de esteroides s&o necessarios.
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3 Consideracoes finais

Com base nos recentes estudos utilizando prostaglandina F2a exdgena é
possivel afirmar que ela induz a ovulagcdo em novilhas e vacas. Baseado nos dados
apresentados em nosso trabalho, é possivel afirmar que a prostaglandina F2a
exogena tem efeitos no periodo pré-ovulatério sobre a esteroidogénese em fémeas
bovinas, porém ndo podemos afirmar sua acdo sobre a ovulagcdo neste estudo pois
nao foi avaliado nos animais. Diante dos resultados obtidos acredita-se que devido
aos baixos niveis de progesterona exista uma relacéo entre prostaglandina e sintese
de hormonios esteroides.

Ao utilizar a prostaglandina comparada ao GnRH, demonstrou-se que ela ndo
foi efetiva em induzir as alteracbes promovidas pelo GnRH. Porém em outros
trabalhos foi demonstrado que ela foi efetiva em sincroniza¢do da ovulacdo quando
comparado aos ésteres de estradiol.

A administracdo intramuscular de AINE afetou a sintese de progesterona em
foliculos pré-ovulatorios in vivo. Mais estudos in vivo sobre o efeito da prostaglandina
no controle da sintese de esteroides sdo necesséarios. Desse modo, de acordo com
os resultados obtidos sugere-se utilizar estes farmacos com cautela quando associado
a programas reprodutivos.
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Anexo | - Documento da Comisséo de Etica e Experimentacdo Animal
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Pelotas, 16 de novembro de 2015

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof, Bernardo Garzieira Gasperin

Departamento de Patologia - Faculdade de Veterindria

Senhor Pesquisador:

A CEEA analisou a solicitagiio o projeto intitulado: “Controle da ovulagiio em
bovinos e suinos”, processo n°23110.000288/2015-65, que envolve a utilizagio de
animais pertencentes ao filo Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto 0 homem), para fins
de pesquisa cientifica ou ensino, sendo de parccer FAVORAVEL a sua execugio, pois
estd de acordo com os preceitos da Lej n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio  Animal
(CONCEA),

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo 4 CEEA.,

Salientamos também a necessidade deste projeta ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (cddigo para cadastro n°® CEEA 0288-
2015).

Vigénein do Projeto: 17/11/2015 a 2001212019
Espécie/Linhagem: Suinos e Bovinos/variados

N*de animais: 740 suinos e 110 bovinos

Idade: 4 meses 4 4 anos (suinos) e 2 a 8 anos (bovinos)
Sexo: Fémeas

Origem: Granjas comerciais de suinos e Fazenda Experimental de Bovinos
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M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA
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