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1. INTRODUCAO

Protocolos hormonais que visem controlar o ciclo estral e sincronizar a
ovulacdo estdo sendo cada vez mais utilizados com o objetivo de melhorar a
eficiéncia reprodutiva e otimizar os manejos nas propriedades. Os protocolos
disponiveis para indugédo da ovulacéo sédo baseados no uso do hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) ou em estrégenos (E2), como revisado por BO et al.
(2016). O uso do estrogeno é mais vantajoso economicamente, entretanto é
restrito em alguns paises (LANE et al., 2008). Desta forma, é necessario buscar
por novas alternativas de indutores de ovulacao.

Sabe-se que as prostaglandinas desempenham diversas ac¢des envolvidas
na reproducdo, dentre elas a atuacdo no processo ovulatorio. Estudos ja
comprovaram o efeito da prostaglandina F2a (PGF) na inducdo da ovulacédo 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 PGF seria
uma alternativa aplicavel do ponto de vista econdmico, assim como em relacao a
sua disponibilidade no mercado mundial.

A sintese de prostaglandinas pode ser inibida através da administracédo de
anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), sendo que os mesmos podem inibir a
ovulacdo em diversas espécies (MURDOCH E DUNN, 1983; DE SILVA E
REEVES, 1985; FONSECA et al., 2017). Portanto, formulou-se a hipétese de que
a administracdo de AINEs imediatamente antes da ovulacdo associada ao
tratamento com PGF poderia representar um modelo para se estudar a acdo das
prostaglandinas no processo ovulatério. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
do AINE sobre as concentracdes de PGFM e PGF no fluido folicular, e verificar se
a aplicacdo por via parenteral de um analogo de PGF seria capaz de reverter o
efeito do anti-inflamatorio.

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA-UFPel). Foram utilizadas
18 fémeas bovinas da raga Jersey, ciclicas, ndo gestantes e ndo lactantes e com
escore de condigdo corporal =23 (escala de 1-5). Os animais foram submetidos a
um protocolo hormonal de sincronizagéo de estro, no qual no DO foi realizada a
aplicacdo de benzoato de estradiol (BE- Gonadiol®, Zoetis, Brasil; 2 mg i.m.),
juntamente com a insercdo de um dispositivo intravaginal (DIV, Sincrogest®,
Ourofino, Brasil) contendo progesterona (P4), para induzir a regressao folicular e
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0 surgimento de uma nova onda de crescimento e ainda a aplicacdo de 241 ug de
cloprostenol sédico (Estron®, Agener Unido, Brasil), i.m., para inducdo da
lutedlise. Os foliculos com diametro superior a 8 mm no DO, foram aspirados. No
D8, foi realizada aplicacdo i.m. de 241 pg de PGF (Estron®, Agener Unido,
Brasil), 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 identificacéo
dos foliculos dominantes em crescimento. O DIV permaneceu por nove dias, até
que os foliculos em crescimento atingissem um diametro de 12 mm. Foi realizada
a aplicacdo de 100 pg de GnRH (acetato de gonadorelina; Gestran Plus® -
TecnoPec), i.m., 20 h ap6s a remocédo do DIV (hora 0). Apds a aplicacdo de
GnRH, as vacas foram divididas em trés grupos: controle, que receberam solugao
salina 0,9% i.m. (n = 6); AINE, que foram submetidas a aplicacdo de 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 aplicacdo de GnRH, seguidos de 25
mg de PGF (Lutalyse®, Pfizer, Brasil), i.m., 23 h apds a aplicacdo de GnRH (n=6).
O diametro dos foliculos pré-ovulatorios foi equilibrado entre os grupos. 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, Brasil). A aspiracao folicular foi realizada através do
acompanhamento por ultrassonografia transvaginal com sonda micro convexa de
6MHz (PieMedical esaote AguilaVet), 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 do fluido folicular, que foi
armazenado em nitrogénio liquido a -196°C.

As dosagens do metabdlito da prostaglandina (PGFM) e da PGF no fluido
follicular foram realizadas através da técnica de ELISA utlizando os Kkits
comerciais 13,14-dihydro-15-keto Prostaglandin F2a e Prostaglandin F2a
(Cayman Chemical®).

Em relacdo a analise estatistica, as concentracdes de PGFM e PGF no
fluido folicular foram testadas quanto a normalidade e normalizadas quando
necessario. As comparacdes entre 0os grupos foram realizadas através de andlise
de variancia (ANOVA) seguida do teste t de Student, utilizando um nivel de
significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada maior concentracdo de PGFM no fluido folicular dos animais
do grupo AINE+PGF (P<0,0001; 3450,4 + 269,6 pg/ml) em relacdo aos animais
do grupo controle e grupo AINE (1228,2 + 45,7 e 204,1 + 568,55 pg/ml,
respectivamente). Os niveis de PGFM do grupo controle e grupo AINE néo
diferiram estatisticamente. A concentracdo de PGF no fluido folicular foi maior
(P=0,0032) no grupo controle (49563,2 + 7727,7 pg/ml) em comparacdo com 0s
grupos AINE (5664,3 + 3473,1 pg/ml) e AINE+PGF (3198,4 + 770,5 pg/ml). Os
grupos AINE e AINE+PGF nao diferiram estatisticamente.

Ja estad bem estabelecido que a biossintese de prostaglandinas ovariana é
indispensavel para a ovulacdo em fémeas bovinas e que o aumento nas
concentracdes da PGE2 e PGF2a precede o momento da ovulacédo (BRIDGES et
al., 2006; BRIDGES E FORTUNE, 2007). A concentragdo de PGF2a no fluido
folicular do grupo controle foi semelhante a encontrada por BRIDGES et al. (2006)
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de foliculos as 24 h apés a aplicacdo de GnRH. Porém, foi superior as
concentracbes 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 E FORTUNE, 2007). As concentracfes de
PGFM no fluido folicular foram inferiores as concentracbes de PGFM sérica,
guando comparadas ao mesmo estudo, o que pode ser explicado pelo fato de que
a PGF é metabolizada nos pulmdes (SUDO-HASHAI, 2010).

Nossos resultados demonstraram menores concentragdes de PGF2a no
fluido folicular dos animais que receberam AINE, em relacdo ao controle. A
administracéo de analogo sintético de PGF por via parenteral ndo elevou os niveis
de PGF intrafolicular. E possivel que o tratamento n&o tenha sido capaz de alterar
significativamente os niveis no interior do foliculo, ndo sendo capaz de reverter o
efeito do anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE). Os anti-inflamatorios nao
esteroidais, atuam na cascata ovulatdria inibindo a atividade da cicloxigenase
(COX) e, consequentemente, a biossintese das prostaglandinas. Devido ao seu
mecanismo de acdo, diversos estudos relataram efeitos inibitérios sobre a
ovulacdo em diferentes espécies (MURDOCH E DUNN, 1983; DE SILVA E
REEVES, 1985; FONSECA et al., 2017).

Outra possivel explicacdo para os niveis reduzidos de PGF observados no
fluido folicular das vacas tratadas sistemicamente € que o intervalo entre a
aplicacao intramuscular e a aspiracdo do fluido folicular foi de uma hora. Ja no
estudo conduzido por ROVANI et al. (2012) foi observado um pico de PGF sérica
dez minutos apos o tratamento. Portanto, € possivel que maiores niveis seriam
observados se o intervalo entre o tratamento e a aspiragao folicular fosse menor.

4., CONCLUSOES

Com base nos nossos achados, é possivel afirmar que o AINE possui um
efeito inibidor na sintese das prostaglandinas no interior do foliculo. Portanto, o
modelo parece adequado para estudar a funcdo das prostaglandinas na ovulacao,
embora ainda seja necessario comprovar que a aplicacdo sistémica € capaz de
reverter a acao do AINE.
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