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RESUMO

Estudos sobre a lutedlise os fatores que a influenciam foram conduzidos em
diferentes espécies de interesse econdémico, recentemente, verificou-se a influéncia
do LH sobre a lutedlise ocorrida nas espécies suina e bovina, mostrando sua funcao
nestas espécies. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de se avaliar o efeito
do LH sobre as concentracBes plasmaticas de progesterona durante a lutedlise
induzida com dinoprost, usou diferentes tratamentos superovulatorios como modelos
que simularam ambientes com concentracdes plasmaticas de LH distintas. Sete
éguas foram divididas e utilizadas uma vez em cada um dos seguintes 4 grupos:
Grupo 01 (n=6): controle que recebeu a aplicagéo de 5 mg de dinoprost, IM no 7° dia
apos a ovulacao (dia 0); Grupo 02 (n=7): recebeu aplicacdo de 5 mg de dinoprost
no dia 0 e EPE doses constantes (25mg/IM/b.i.d.) do dia 0 até o dia 3; Grupo 03
(n=7): recebeu aplicacdo de 5 mg de dinoprost no dia 0 e EPE doses decrescentes
(40 mg/IM. no dia 0, 35 mg/IM/b.i.d. no dia 1, 30 mg/IM/b.i.d no dia 2; e, no dia 3, 25
mg/IM/b.i.d); Grupo 04 (n=5): FSH purificado equino (eFSH), aplicacédo de 5 mg de
dinoprost no dia 0 e eFSH (12,5 mg/IM/b.i.d.) até o dia 3. As coletas de sangue
foram realizadas dia -1 ao dia 3 dos tratamentos para as dosagens hormonais de
progesterona (P4) e LH por radioimunoensaio. No dia -1 nao foi observada qualquer
diferenca entre os grupos, indicando iguais condicbes dos grupos no momento do
inicio dos tratamentos. A lutedlise (P4<1ng/mL) foi alcancada em todos 0s grupos
em até 48 horas (dia 2) apds o inicio dos tratamentos. Sendo observada diferencas
nos valores plasmaticos de LH desde da primeira aplicacdo do EPE ou eFSH. Ja a
P4 mostrou diferenca a partir dia 2 com 0,61 + 0,10* ng/mL no Grupo 01; 0,28 +
0,09° ng/mL no Grupo 02; 0,25 + 0,23° ng/mL no Grupo 03; e, 0,45 + 0,42% ng/mL
no Grupo 04, e, no dia 3: 0,34 + 0,12% 0,18 + 0,07°; 0,24 + 0,35";, 0,32 + 0,24%°
ng/mL, respectivamente. O que foi correlacionado negativamente com os valores de
LH de cada grupo. Demonstrou-se, entdo, um efeito negativo dos altos niveis de LH

plasmatico sobre a lutedlise, evidenciado pelas diferencas na P4 plasmética.

Palavras chave: LH, progesterona, EPE, eFSH, lutedlise, égua.



ABSTRACT

Researches has been conduced about luteolysis and other factors that affect
in some away the lifespan of the corpus luteum in different species, recently, has
been shown the effect of the LH on the luteolysis in swine and bovine specie,
demonstrating its function in this species. The aim of the present study was to
evaluate the effect of the LH concentrations on the progesterone levels during the
induced luteolysis with dinoprost, using as a model for different LH concentrations
environments the superovulatory treatment with EPE and purified equine FSH.
Seven mares were divided and utilized once in all 4 groups: Group 01 (n=6): control,
5 mg of dinoprost, IM in the seventh day after the ovulation (day 0); Group 02 (n=7):
5 mg of dinoprost, IM in the seventh day after the ovulation (day 0) and EPE in
constant doses till day 3; Group 03 (n=7): 5 mg of dinoprost, IM in the seventh day
after the ovulation (day 0) and EPE in decreased doses (40 mg/IM in day 0, 35
mg/IM/b.i.d. in day 1, 30 mg/IM/b.i.d. in day 2, and, 25 mg/IM/b.i.d. in day 3); Group
04 (n=5): equine purified FSH, 5 mg of dinoprost, IM in the seventh day after the
ovulation (day 0) and 12.5 mg/IM/b.i.d. of eFSH until day 3. The blood samples have
been taken from the day -1 to day 3 daily with the objective of evaluated LH and
progesterone levels. In the day -1, no differences were observed on hormones
dosages among the groups, indicating the same conditions for all groups before the
treatments. The luteolysis (P4<1ng/mL) was reached in all groups until 48 hours
(day 2) after the beginning of the treatments. Differences were found among the
plasmatic values of LH since the first treatment of EPE or eFSH. Differences were
observed in P4 levels after day 2 with 0.61 + 0.10% ng/mL in Group 01; 0.28 + 0.09"
ng/mL in Group 02; 0.25 + 0.23° ng/mL in Group 03; and, 0.45 + 0.42% ng/mL in
Group 04. Inthe day 3: 0.34 +0.12% 0.18 + 0.07"; 0.24 + 0.35"; 0.32 + 0.24%° ng/mL
respectively, which has a negative correlation with the LH concentrations.
Demonstrating, in an indirect form, an effect of the high concentrations of plasmatic

LH on the luteolysis, evidenced by the differences in the P4 concentrations.

Key words: LH, progesterone, EPE, eFSH, luteolysis and mare.
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1. INTRODUCAO

Na espécie equlina, os tratamentos superestimulantes da atividade ovariana,
que em sua maioria se iniciam durante o diestro, quando ha altas concentracdes
plasmaticas de progesterona (P4), devido a presenca de corpo luteo (CL) ativo.
Esse horménio é um fator que interfere nos resultados quanto ao numero de
ovulacbes e numero de dias de tratamento, sendo encarado como uma influéncia
negativa sobre a resposta superovulatéria final das drogas utilizadas, gerando,
entdo, a necessidade de se incorporar agentes luteoliticos no inicio dos tratamentos,

visando melhorar os seus resultados (WOODS & GINTHER, 1983).

O conhecimento dos valores plasmaticos de diversos horménios durante o
tratamento superovulatério em éguas tem sido de grande importancia para se
reconhecer nuances e peculiaridades hormonais inerentes a cada tipo de tratamento
superovulatério. A idéia de que os tratamentos que geram as melhores respostas
estimulantes tém perfis hormonais distintos, remete a importancia desse
conhecimento para compreender o que determina o sucesso do tratamento em
conjunto com a resposta individual de cada animal e o padrao hormonal que eles
originam e, se isso tem alguma discrepancia indesejavel com o contexto fisiolégico

normal do animal.

O mecanismo de lutedlise induzida € bem conhecido em varias espécies, mas
h& uma lacuna de conhecimentos sobre fatores que podem influenciar esse evento,
principalmente na espécie equina. A andlise de niveis plasméticos do horménio
luteinizante (LH), em conjunto com os de progesterona (P4), durante o inicio do
tratamento superovulatério com extrato de pituitaria equina (EPE), em doses
constantes ou decrescentes, ou horménio foliculo estimulante purificado equino
(eFSH) permite investigar se a concentracdo do LH plasmético influencia de alguma

forma a lutedlise induzida com dinoprost trometamina em éguas.

Tendo em vista a possibilidade de se utilizar os referidos tratamentos
superovulatérios como modelos experimentais de diferentes concentracdes de LH
quando da aplicacdo do agente luteolitico, objetivou-se investigar o efeito desse
horménio sobre a queda da progesterona no inicio dos tratamentos, evento

intimamente ligado a lutedlise.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Extrato de Pituitaria Eqlina
2.1.1. Anatomia da Glandula Pituitéria (Hipéfise)

Extensivas pesquisas sobre a hipofise existem devido a importancia
econdmica dos processos fisioldégicos que sdo por ela controlados como reproducao,

crescimento, lactacéo e estresse.

A hipdfise € um corpo elipsoide escuro, suspenso abaixo do hipotalamo por
um pedunculo estreito e fragil (pedunculo hipofisario), que repousa sobre a fossa
hipofiséria, conhecida como sella turcica, no osso esfenodide no assoalho craniano,
envolvida pela dura-mater, exceto onde esté ligada ao assoalho do diencéfalo pelo
infundibulo (DYCE, 1996).

Durante o processo de formacao da hipdfise na vida embrionaria, observa-se
qgue "a pars distalis" e a "pars intermedia" se originam da bolsa de Rathke (originada
do teto da cavidade oral do embrido) e que a “pars nervosa” se origina de uma
evaginacdo do assoalho do terceiro ventriculo. Em seguida, as duas partes se
fundem e formam uma glandula aparentemente unica, envolvendo, entdo, a
confluéncia de partes rudimentares do epitélio cerebral e da cavidade oral. A porcdo
da glandula formada pelo tecido neural € chamada de neurohipofise e a parte
oriunda da cavidade oral de adenohipofise. Esta é constituida pela pars distalis,
pars tuberalis e pars intermedia. A pars distalis e pars tuberalis constituem o lobo
anterior da pituitaria, comumente chamada de pituitaria anterior ou hipéfise anterior.
A neurohipofise consiste basicamente do lobo neural e é também chamado de
pituitaria posterior ou hipofise posterior (GINTHER, 1992; KAINER, 1992; DYCE,
1996).

2.1.2. Producgéo hormonal da Glandula Pituitaria

A pituitaria anterior € composta por uma populacdo de células secretoras em
conjunto com células ndo secretoras. Nas espécies equina e ovina estas células séo
observadas tanto na fase de desenvolvimento fetal quanto no crescimento pés-natal
enquanto em aves sao observadas apenas apés a eclosdo do ovo. As células
secretoras sdo divididas de acordo com a sua producdo hormonal, sendo os

corticotrofos [produtores o horménio adenocorticotropico (ACTH)], os gonadotrofos
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(produtores de LH e FSH), os lactotrofos (produtores de prolactina), os somatotrofos
[produtores do horménio de crescimento (GH)] e os tireotrofos [produtores de
tireotrofina (TSH)]. Além de produzir, a pituitaria é responsavel pelo armazenamento
da ocitocina (OT) produzida pelo hipotdlamo e, transportada do corpo celular, no
nacleo do hipotalamo, para os terminais nervosos da pituitaria posterior carreada por
uma proteina (neurofisina Il) atingindo o peso molecular de 20.000, o dobro de seu
peso inicial (GAINE et al., 1985).

O LH e o FSH sdo horménios glicoprotéicos que consistem de duas
subunidades, o e B. A subunidade a é espécie especifica e essencialmente idéntica
nestes horménios, a B parece conferir a cada horménio sua funcdo bioldgica
(PIERCE & PARSONS, 1981). Essas gonadotrofinas podem ser isoladas,
purificadas e sequienciadas, possuindo cerca de 34.000 de peso molecular, como
demonstrado em trabalhos iniciais com sua extracdo da glandula pituitaria de
equinos (BRASELTON & MCSHAN, 1970).

2.1.3. Extracédo do EPE

Atualmente, a metodologia utilizada para a extracdo dos horménios LH e FSH
do preparado bruto de pituitaria equina segue proposta de Guillon & Combarnous
(1983), experimentalmente, em outras espeécies, se utiliza alguns tipos de
cromotografias com essa finalidade (HIYAMA et al., 1990; CHAND et al., 2005). A
técnica mais empregada envolve na fase final a utilizacdo de um sistema de
filtragem por membranas de dialise que permitem a passagem de todas substancias
presentes com pesos moleculares menores que 12.000 a 14.000, o que, na espécie
equina, garante a selecédo tanto do FSH (33.200) quanto do LH (33.500). Os niveis
de FSH e LH presentes no EPE variam de acordo com a partida preparada, devido a
variacao individual, sexo, faixa etéria, estagio reprodutivo e época do ano que séo
coletadas as pituitarias para producao do extrato, apresentando em torno de 40% de
FSH para 60% de LH (CARMO, 2003). Sendo que o EPE foi apontado como o unico
preparado comercialmente viavel para estimular mdultiplas ovulagbes em éguas,
apesar de sua baixa e inconsistente resposta ovulatéria muitas vezes atribuida a
variavel presenca, mas sempre em quantidades significativas, do LH (THARASANIT
et al., 2006). As aplicacGes de técnicas para purificacdo do FSH presente no EPE

sdo extremamente desejaveis para minimizar a contaminacdo por LH. Esse
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preparado enriguecido se mostrou ser tao eficiente quanto o EPE para a inducdo de
multiplas ovulagcbes em éguas e para 0 aumento da taxa de recuperacao
embrionéria por égua, em doses variando de 5 mg (IM, s.i.d.) a 50 mg (IM, s.i.d.),
segundo alguns autores (ROSAS et al., 1998; NISWENDER et al., 2004; PERES,
2004; MACHADO, 2004). Recentemente, um trabalho tentou demonstrar a eficacia
da utilizacdo de uma fracdo pura de FSH recombinante humano (livre de LH), mas
em conclusdo ao trabalho, sem resultados de multiplas ovulagbes ou embrides,
atribuiu as doses empregadas a falta de estimulacdo obtida (THARASANIT et al.,
2006).

2.1.4. Funcdes bioldgicas do LH

O LH atua nas células-alvo foliculares ligando-se a receptores especificos,
que gera a ativacdo da proteina de membrana adenil ciclase, que aumenta a
producdo intracelular de AMPc (segundo mensageiro). E possivel também ser
translocado estimulando a producédo de glicose-6-fosfato, o que vai prover NADPH
para a hidroxilacdo de esterdides e outros propositos biosintéticos, ainda € possivel
a atuacao do LH ativando diretamente a RNA polimerase (ALEXANDER & IRVINE,
1992).

Os receptores de LH estdo presentes nas células da teca de foliculos pré-
antrais e nos foliculos com antro formado esta presente nas células da teca bem
como nas células da granulosa, a expressao desses receptores é induzida pela
presenca de FSH e estradiol (GINTHER, 1992). A fase final da maturacao folicular e
a ovulacdo necessitam do LH para ocorrerem, e, por esse motivo, a aplicacdo de
substancias semelhantes ao LH, como a gonadotrofina coriénica humana (hCG), em
foliculos com mais de 30-35 mm de didmetro antecipa a ovulacdo por acelerar a
maturacdo folicular. Mas, a auséncia do pico de LH fisiologico ndo impede
totalmente a ocorréncia de ovulacdes, evento considerado normal no diestro da
égua, quando as concentracdes plasmaticas de LH estdo baixas (EVANS et al.,
1982; MONTOVAN et al., 1990).

Ainda ndo é bem conhecido o papel do LH durante todo o processo de
desenvolvimento folicular, mas pontualmente se evidenciou seu envolvimento nesse

processo e nos de maturacgao folicular, ovulagéo, formacdo e manutencdo do corpo
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liteo e, mais recentemente, no da lutedlise. Progesterona exdgena foi utilizada para
estudar-se o papel das gonadotrofinas na divergéncia das taxas de crescimento dos
dois maiores foliculos durante o estabelecimento da dominancia folicular (GASTAL
et al., 1999). Diferentes doses de progesterona foram usadas e seus efeitos sobre
as concentracoes seéricas de LH e FSH avaliados. A administracdo prolongada de
uma dose de 100 mg/dia de progesterona reduziu as concentracdes de LH antes da
divergéncia, sugerindo que o come¢o do mecanismo de divergéncia folicular ndo
depende de grandes quantidades de LH. No entanto, apés a divergéncia, este
ambiente com concentracdes baixas de LH causou uma diminuicdo nas taxas de
crescimento do maior foliculo. Esses resultados indicam que as concentracdes
circulantes de LH ndo estdo diretamente relacionadas ao momento inicial da
dominancia, mas sao essenciais apds o0 estabelecimento da mesma, conforme
observado em vacas (GINTHER, 2001).

Em éguas, o aumento nas concentracbes de LH e a diminuicdo das
concentracdes plasmaticas de FSH durante a divergéncia folicular, foi estudado para
determinar-se o papel do LH na producao de estradiol e inibina (BERGFELT et al.,
2001). A reducéao das concentracdes de LH a partir do dia -4 (dia O = divergéncia),
no grupo tratado com progesterona exogena, retardou e limitou a elevacdo das
concentracdes de inibina e estradiol a partir dos dias -3 e -1, respectivamente.
Concluiu-se que o aumento nas concentragfes de LH que precede a divergéncia
exerce um papel funcional no maior foliculo, no que diz respeito a producédo de
estradiol e inibina. Vale salientar que esse papel parece ser crucial para a

consolidagdo da dominancia desse foliculo apés a divergéncia folicular ter ocorrido.

A utilizacdo de antagonistas do GnRH (antarelix e cetrorelix), durante o ciclo
estral da égua, geraram um atraso no desenvolvimento folicular e na ovulacao,
aumentando o intervalo para a ovulacdo (WATSON et al., 2000; GUILLAUME et al.,
2002).

O processo ovulatério é ativado pelo aumento nas concentragcées plasmaticas
de LH que inicia dramaticas mudancas bioquimicas, fisicas e de expressdo génica
no foliculo, que culmina na ruptura folicular e liberagdo do odcito (KO et al., 2006).
Com o LH sendo considerado um remodelador do foliculo ovariano em preparacao
para o processo ovulatorio. Mudancas foliculares que incluem a reprogramacao das

células da granulosa diferenciando-as para células luteinicas grandes (CLG) e das
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células da teca em células luteinicas pequenas (CLP), alteracdo das propriedades
secretorias das células do cumulus e maturacdo oocitaria. Conti et al (2006) em
revisdo, incluindo estudos em outras espécies como a humana, aponta que a
estimulacao do foliculo pré-ovulatério com o LH envolve a ativacdo de uma rede de
fatores de crescimento epidermal (EGF). Essa ativacdo se da via estimulacdo das
células murais da granulosa via sinalizacdo com AMPc, isso gera a expresséo de
fatores semelhantes ao EGF. Esses fatores de crescimento por sua vez ativam 0s
receptores de EGF com atuacdo autdcrina/justacrina na camada mural, ou difundida
para atuar nas células do cumulus. A ativacéo deste ultimo receptor (EGF) sinaliza
para as células do cumulus, em conjunto com o AMPc, provocando o inicio da
maturacdo nuclear do odcito e a aquisicdo de competéncia para desenvolver-se,
bem como estimula a expansdo do cumulus. Segundo recente trabalho, utilizando
camundongos sem producdo, blogqueio ou com secrecdo reduzida de GnRH, a
aplicacdo de leptina apos tratamento com gonadotrofina coridnica equina (eCG)
induziu ovulagao nos trés modelos. Esta nao foi desencadeada pelo incremento nos
niveis plasmatico de LH, diferente do que ocorre nos camundongos normais, assim
confirmado pela auséncia de aumento da progesterona poés-ovulacdo. A leptina foi
capaz de induzir hiperemia e o rompimento folicular, além da proteinase que facilita
a extrusdo do conteudo folicular, indicando a participacdo de outros fatores nestes
eventos (BARKAN et al., 2005).

O papel do LH na formacdo e manutencdo do corpo liteo estd intimamente
ligado aos pulsos associados do LH e da P4 no inicio da fase luteal. O proeminente
pico de LH, que ocorre em éguas, com 0s maiores niveis sendo atingidos apos a
ovulacdo ajuda o incremento nos valores de progesterona pos-ovulacdo (GINTHER,
1992). Utilizando-se um antagonista do GnRH (Antarelix), que gera uma queda na
producado tanto do LH quanto do FSH, no oitavo dia de diestro em éguas poneis,
observou-se uma queda significativa nos valores plasmaticos de progesterona
guando comparada aos valores do grupo controle. Esses valores se mantiveram
baixos até a lutedlise, o tempo para a ocorréncia da lutedlise ndo foi afetado pelo
tratamento, demonstrando, entdo, o papel do LH no controle da funcdo do CL na
espécie equina (WATSON et al., 2000). Ainda, recentemente, comprovou-se um

efeito negativo da porcao final do acréscimo de LH periovulatério sobre o estradiol
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(E2) simulada pela aplicacdo de hCG, observou-se uma queda significativa do E2
apos esta aplicacdo (GASTAL et al., 2006).

2.2. PGF,, e Lutedlise

A PGF,, € um acido graxo de 20 carbonos que é sintetizado pelo endométrio
a partir do acido araquidénico pela via da cicloxigenase que envolve a
prostaglandina sintetase e o complexo enzimatico microssomal. A PGF,,, ap0s sua
liberacdo na circulacdo, € metabolizada sequiencialmente pelo pulmao, figado e rim
em 15-ceto-PGF,, e seu principal metabdlito 15-ceto-13,14-dihidro-PGF,, €
finalmente para 11-cetotetranor PGF,, que é excretado pela urina (GRANSTROM &
KINDAHL, 1982; GOFF et al.,, 1984). Segundo esses mesmos autores a PGFy,
apresenta meia-vida extremamente curta no plasma sanguineo (menos de um
minuto), seus metabdlitos, 15-ceto-PGF,, e 15-ceto-13,14-dihidro-PGF,, (PGFM)
tem cerca de 5 minutos de meia-vida e o 11-cetotetranor PGF,, em torno de uma
hora e meia. Esses metabdlitos da PGF,, ndo possuem efeitos luteoliticos e,
portanto, ndo diminuem a concentracdo plasmatica de progesterona (VANDERWALL
et al., 2000).

A ocitocina (OT) contribui para a lutedlise estimulando a secrecdo endometrial
de PGF,, (BETTERIDGE et al., 1985). O nanopeptidio OT é secretado a partir de
células nervosas do hipotalamo via pituitaria posterior e também pelo endométrio de
éguas e sua meia-vida é de 6,8 minutos (GAINER et al., 1985; PACCAMONTI et al.,
1999; STOUT et al., 2000; WATSON et al., 2000; HANDLER et al., 2004).

Em éguas vazias ciclando normalmente, a PGF,, secretada pelo endométrio
entre 13 e 16 dias ap6s a ovulacdo induz a regressdo do CL. A concentracdo
plasmatica de P4 comeca a declinar trés a quatro horas apos a liberacdo de PGF;,
(STABENFELDT et al., 1981).

Na auséncia da prenhez, o CL entra em regressdao morfologica e funcional
(MILVAE et al., 2000). Este processo, denominado lutedlise, € caracterizado pela
cessacao da producdo de progesterona e perda dos componentes celulares,

incluindo reducdo do suprimento vascular, proliferacdo do tecido conjuntivo,
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aumento da desorganizacao celular, degeneracédo e fagocitose das células luteais
(CARLSON et al.,1982; PATE, 1994; MIYAMOTO, 1996).

A principal funcdo da PGF,, na reproducédo é provocar a regressado do CL,
através do processo de lutedlise (TSAlI & WILTBANK, 1997). Portanto, pode-se
dizer que a PGF,, é responsavel pelo tempo de vida do CL (SPINOSA et al., 1997)
causando sua regressao morfolégica e funcional (KOTWICA et al., 2002), sendo que

a regressao funcional precede a regressado morfologica (VIANA et al., 1999).

Em ruminantes domésticos, somente uma pequena quantidade da PGF;,
uterina alcanca o ovério, por difusdo da veia uterina para a artéria ovariana
(mecanismo denominado de contra corrente), com mais de 95% da PGF,, sendo
metabolizada a componentes inativados como a 15-ceto-13, 14-diidroprostaglandina
Foq, POr uma unica passagem pelos pulmdes (FERREIRA & VANE, 1967). Em
equinos néo existe esse mecanismo de contra corrente, e sua forma de transporte
até o ovario se da eficientemente pela via sistémica. Esses fatos explicam o motivo
pelo qual a espécie bovina exige maior dosagem de agente luteinico exdégeno que a
equina para alcancar a lutedlise completa (GINTHER, 1981, 1992; NISWENDER et
al., 2000).

Ao alcancar o CL, o efeito luteolitico da PGF,, resultara na associacdo com
0s receptores presentes na membrana plasmética das células luteinicas grandes
(CLGs), iniciando a cascata de rotas intracelulares que resultam na lutedlise e
conseqguentemente levando a inibicdo da sintese de progesterona (ANDERSON et
al., 2001). Um pulso inicial de prostaglandina, mesmo sendo de baixa magnitude,
pode potencialmente iniciar os mecanismos para que as grandes células luteinicas
produzam consideraveis concentracdes locais de PGF,, (TSAI & WILTBANK, 1997).
Isto pode explicar porque uma pequena quantidade de PGF,, uterina é capaz de

iniciar a regressao luteal em bovinos.

Assim, dois mecanismos podem existir, em ruminantes, para a amplificacao
dos pulsos de PGF,,. Em primeiro, a PGF,, uterina pode estimular a liberacdo de
ocitocina pelo CL, a qual estimula a producdo de mais PGF,, uterina dentro de
minutos de iniciacdo do pulso (BAIRD, 1992). Em adicdo, a PGF,, uterina pode
estimular a produgéao de PGF,, intraluteal (TSAI & WILTBANK, 1997).



22

O decréscimo da concentracdo plasmatica de progesterona é mais
comumente devido a diminuicdo da capacidade esteroidogénica das células luteais

individuais e do fluxo sanguineo luteal (MILVAE et al., 1996).

Tem sido proposto, em bovinos, que o estradiol dos foliculos pré-ovulatérios
engatilham a liberacdo de ocitocina na hipdfise, que estimula uma pequena
quantidade de PGF,, uterina. Esta PGF,, inicia uma onda de feedback positivo
implicando na liberagéo adicional de ocitocina luteal e PGF,, proveniente do CL e do
Utero. E proposto que a liberacéo de PGF,, luteal amplifica o sinal luteolitico de uma
maneira autécrina ou paracrina. Adicionalmente, a ocitocina liberada pela acdo da
PGF,, adere aos receptores causando um aumento da atividade da proteina
quinase C (NISWENDER et al., 2000).

Hansel & Blair (1996) comentam que a ocitocina hipofisaria desempenha um
papel secundario na regressdao dos CLs bovinos. Isto porque, com base na
microdialise in vivo, estes pesquisadores observaram que a regressao luteal parece

ocorrer normalmente, na auséncia de concentragcdes mensuraveis de ocitocina.

Entretanto, apesar da intensa investigagao sobre o real mecanismo pelo qual
a PGF,, causa regressao luteal, este ainda permanece indeterminado tanto em

bovinos quanto para a espécie equina (MILVAE, 2000).

2.3. Sinais intracelulares, regresséao funcional e morfolégica do CL.

Embora a PGF,, possa iniciar a lutedlise funcional, mecanismos adicionais
parecem ser necessarios para a lutedlise completa. A lutedlise € um evento
continuo, e a distincdo entre mudancas funcionais e estruturais faz-se necessario
para entender o processo como um todo. As grandes células luteinicas
provavelmente respondem inicialmente ao sinal luteolitico, mas as comunicacdes
entre grandes e pequenas células, bem como entre células luteais e nao luteais,
parecem ser requeridas para a regressao completa se proceder (PATE, 1994,
SPINOSA et al., 1997).

A PGF,, atua pela adesdo a receptores especificos localizados nas CLGs
(ANDERSON et al.,, 2001) onde se unem a proteina G estimulatoéria, induzindo a
ativacao da fosfolipase C (PLC). A PLC, por sua vez, catalisa a hidrélise do inositol

trifosfato (IP3) e do diacilglicerol (DAG). O aumento das concentragdes citosolicas
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de IP3 resultam na liberacdo de célcio livre do reticulo endoplasmatico liso para o
compartimento citoplasmatico. Este aumento de célcio e do DAG (localizado na
membrana plasmaética) estimula a atividade catalitica da enzima Ca*?- dependente
proteina quinase C (PKC, também localizada na membrana plasmatica). Acredita-se
que a PKC medeia muitas acbes anti-esteroidogénicas da PGF,, nas CLGs
(NISWENDER et al., 2000).

A inibicdo da sintese de progesterona pela PGF,, se d& por: feedback
negativo dos receptores para hormoénios luteotrépicos; diminuicdo na distribuicdo de
colesterol no interior celular e diminuicdo do transporte de colesterol para o interior
da membrana mitocondrial (JUENGEL et al., 1995). Ainda sobre a lutedlise, nao
foram encontrados receptores de alta afinidade para a PGF,, nas células luteinicas
pequenas (CLP) ovinas e o tratamento de CLP com PGF;,, ndo afetou a secrecéo de
progesterona (NISWENDER et al., 2000).

Sobre a regressdao morfologica, pesquisas tém sido focadas sobre a
possibilidade da regressao luteal ocorrer por processos degenerativos de apoptose.
Ha evidéncias morfologicas que as células nao esteroidogénicas (células nao
luteais) presentes no CL sofrem apoptose, possivelmente iniciado por hipoxia
(NISWENDER et al., 1990).

Recentes estudos tém demonstrado que as células endoteliais e seus
produtos, como a Endotelina-1 (ET-1), sdo requeridos para a manifestacdo dos
efeitos luteoliticos da PGF,, (MILVAE, 2000; PATE & KEYES, 2001). Esta proteina
atua como um potente vasoconstritor (Figura 01), inibe a atividade esteroidogénica,
reduz o afluxo sangtiineo durante a lutedlise inicial pela constricdo arteriolar, leva a
hipoxia, e por conseguinte a apoptose das células (MILVAE et al.,1996; MILVAE,
2000; PATE & KEYES, 2001).

A ET-1, que é produzida pelas células endoteliais que revestem o0s vasos
sanglineos, apresenta receptores especificos nas CLGs e CLPs (MILVAE, 2000) e
desempenha um papel crucial durante a lutedlise induzida pela PGF,, (LEVY et al.,
2000), agindo como um mediador/promotor luteolitico local na regressdo do CL
(OHTANI et al., 1998). Estas condi¢cdes sugerem que a PGF,, e a ET-1 sao

importantes na rapida cascata funcional da lutedlise “in vivo” com uma possivel
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interacdo entre as células endoteliais e luteais durante a regressdo (OHTANI et al.,
1998; MILVAE, 2000; MEIDAN & LEVY, 2002).

O sistema imune medeia ativamente o processo de lutedlise (PATE & KEYES,
2001). As células imunoldgicas (macréfagos e linfocitos T) produzem citocinas como
o interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina- f3
(ILB-1) que podem modificar a sintese de progesterona e prostaglandinas pelas
células luteais. Podem também apresentar efeitos citotéxicos diretos, onde as
células luteais mortas sao fagocitadas pelos macrofagos (MIYAMOTO, 1996; PATE,
1996).

Também, fatores secretados pelas células presentes no CL (endoteliais,
esteroidogénicas, macréfagos) como o complexo de histocompatibilidade maior

(MHC), pode servir como quimiostaticos para as células linfociticas (PATE, 1996).

Adicionalmente, a proteina quimioatratante de mondcitos 1 (MCP-1) também
esta envolvida. As células fontes de MCP-1 sdo as endoteliais, que estdo em
abundancia no corpo lluteo tardio. Esta proteina esta associada com o aumento da
infiltracdo de macrofagos nas células luteais indicando que a MCP-1 pode atuar
como mediador durante a lutedlise (PENNY, 2000).

Portanto, a principal fungcdo das células imunes no CL, neste estagio, é a
fagocitose levando a lutedlise estrutural (MIYAMOTO, 1996). As células
imunoldgicas produzem citocinas que podem modificar a sintese de progesterona e
prostaglandinas pelas células luteais. Podem também apresentar efeitos citotoxicos
diretos, e as células mortas sdo fagocitadas pelos macréfagos. Além disso, fatores
secretados pelas células luteais podem servir como quimiostaticos para as células

imunes, aumentando ou suprimindo suas fung¢des (PATE, 1996).
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Figura0l: Representacdo esquematica das interacdes entre as células endoteliais e
células luteais em um corpo liteo bovino. PGF,, uterina liberada, induz a
vasoconstricdo da vasculatura luteal resultando na hipoxia e liberacdo de
endotelina-1 (ET-1) presentes nas células epiteliais. ET-1 inibe a biossintese
basal de progesterona das células LH-estimuladas (CLP) e das CLG
diretamente via acdo da endotelina —1 nos receptores ET, adicionalmente,
ET-1 altera o metabolismo do &cido aracdbnico resultando em uma rede
aumentada de producdo de PGF,, e reducdo de luteotropinas, PGl,, pelas

células bovinas luteais. Fonte: modificado de Milvae et al. (1996).

A funcdo dos macrofagos durante a regressdo, parece ser primariamente a
fagocitose de células luteais degeneradas e a degradacdo da matriz extracelular.
Porém, os macréfagos perfazem trés fungdes durante os estdgios iniciais da
lutedlise: além da fagocitose de células degenerativas luteais; trabalham na inibicéo
citocina-mediada da esteroidogénese e estimulacdo da PGF,, pelo CL.
Resumidamente, células imunoldgicas e citocinas também parecem desempenhar
um papel na lutedlise regulando a sintese de PGF,,, esteroidogénese e fagocitose
(NISWENDER et al., 2000).
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Além destas mudancas estruturais relatadas acima, no CL em regresséo, ha
aumento dramatico de metaloproteinases-1 e 2, que estdo envolvidas no
remodelamento dos tecidos e neste caso, podem envolver a morte ordenada do CL
(FIELDS & FIELDS, 1996).

Ainda, componentes oxigénio-reativos sao integralmente envolvidos na
lutedlise e apoptose, onde os radicais anion superoxido, hidroxil e peréxido de
hidrogénio sdo as primeiras espécies reativas geradas nas células esteroidogénicas
(HORNSBY & CRIVELLO, 1983). Os efeitos potencialmente tdxicos destas

substancias sdo atenuados pelas vitaminas antioxidantes (RUEDA et al.,1995).

Em resumo, a PGF,, causa diminuicdo do fluxo sanglineo ao ovario e
também ha a queda na producdo de progesterona. Parece que o processo de
lutedlise pode ser primeiramente iniciado pela interacdo da PGF,, com receptores
especificos localizados na membrana plasmatica das grandes células (via proteina
kinase C/segundo mensageiro que diminuira a esteroidogénese). Adicionalmente, as
acOes combinadas da PGF,,, a liberacdo de ocitocina local bem como a ET-1 podem
levar a vasoconstricdo, isquemia, hipoxia, quimiotaxia de células imunolégicas e a
seguir, a reducdo dos niveis de progesterona. Esta hipdxia e isquemia levariam néo
somente a diminuicdo da secrecdo de progesterona, mas também a apoptose das
células néo luteais, primeiramente em células endoteliais, depois parenquimais e por
ultimo nos fibroblastos (PATE, 1996).

Niswender et al. (1990) estudando lutedlise em ovelhas concluiram que 1)
lutedlise € iniciada por uma acao direta da PGF,4 nas grandes células luteais; 2) a
diminuicdo dos niveis circulantes de progesterona reflete uma combinacdo da
reducao da esteroidogénese e do fluxo sanguineo luteal; 3) o estimulo primério para
a apoptose nas células parénquimais, fibroblastos e células endoteliais é a hipdxia,
devido a isquemia provocada por uma vasoconstricdo e oclusdo vascular, seguido
de liberacdo de células endoteliais para o interior do limen dos pequenos vasos

sangiineos.

2.4. Relagéo LH e PGF

E vastamente conhecido que a PGF,, liberada no Gtero é proveniente da

ativacdo da ocitocina luteal via fosfolipase C, PLC, (BURNS et al.,1997). Porém,
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outra linha de pesquisadores cita que as gonadotrofinas participam ativamente no
desencadeamento da sintese de PGF,, pelo endométrio. Isto porque receptores
para gonadotrofinas tém sido encontrados por toda a extensdo do trato reprodutivo,
como no endométrio, sendo que as maiores concentracdes destes receptores foram
mensuradas durante a fase luteal (SHEMESH, 2001).

Evidenciou-se, entdo, em 2001, o papel do LH sobre o mecanismo da
lutedlise de suinos e bovinos. Um trabalho demonstrou a relacdo direta entre os
niveis de LH plasmatico e o metabdlito da prostaglandina 13,14-dihidro-15-
cetoPGF,, (PGFM), em porcas. Assim que se observava um pico no LH plasmatico
também se observava um aumento plasmatico de PGFM, mais evidente em marras,
e observou o efeito da aplicacdo de gonadotrofina coridbnica humana (hCG)
aumentando a PGFM plasmatica no fim do diestro (ZIECIK & KOTWICA, 2001). Em
vacas mostrou-se um aumento 2,5 vezes superior de PGFM nos animais tratados
com hCG que os do grupo controle. Esse mesmo trabalho indicou a ac&o direta do
hCG sobre o AMPc e o inositol fosfato total nas células do endométrio, estimulando
uma maior producdo de prostaglandina H sintetase 2 (PGH-2), assim como ocorre

na estimulacao ovariana pelo LH (SHEMESH et al., 2001).

Desta maneira, o LH (ndo relacionado ao pico pré-ovulatério) alcanca os
receptores endometriais, induzindo um aumento da produgéo de AMPc e inositol
fosfato. Esta elevacdo da concentragdo de segundo mensageiro (AMPc),
desencadeia 0 aumento das concentracdes de cicloxigenase endometrial (COX-2) e
seu metabdlito (PGF,,, Figura 02). Além destas informacdes, Stepien et al. (1999)
comentam que ha uma relacdo temporal entre 0 aumento das concentracbes de
receptores de LH, inducédo da COX-2 e producédo de PGF,, nas células endometriais

em suinos.

Em éguas, foi demonstrado o efeito luteolitico induzido pela aplicacdo
sistematica de hCG, que inclui a utilizagdo dessa droga até para inducdo de
abortamento, antes da formacdo dos cdalices endometriais e producdo de
gonadotrofina coridnica equina (eCG), originalmente esse evento foi relacionado ao
aumento dos niveis plasmaticos de estradiol estimulados pelo hCG (GINTHER,
1992).
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Muitos trabalhos conflitantes sdo encontrados na literatura sobre a
manutencdo da vida do CL, evitando a lutedlise, através da aplicacdo de hCG dos
dias 11 ao 16 do ciclo estral (dia O = ovulacao), ou EPE dos dias 9 ao 17. Observou-
se inicialmente no grupo do hCG um atraso na lutedlise (dia 17 vs dia 13 do
controle), e no grupo do EPE ndo se observou a lutedlise. Experimentos
subsequentes usando 0os mesmos esquemas nao obtiveram os mesmos resultados
evidenciando-se uma inconsisténcia de resposta dessas drogas para a finalidade
proposta (GINTHER, 1992). A mesma inconstancia de resultados foi obtida quando
realizados experimentos in vitro, em que se propunha estimular a producédo de P4
pelas células lutais administrando LH purificado equino (eLH) ou hCG (CONDON et
al., 1979; KELLY et al., 1988; WATSON & SERTICH, 1990).

LH

.q— COX-2 | -— Endometrial
LH

-«— [ COX-2 | -— Myometrial

Figura 02:  Apresentacdo esquematica da funcdo do LH na estimulacdo da ciclo-
oxigenase (COX-2) uterina e seus produtos, PGE e PGF, durante a fase
luteal. Sob estimulacdo do LH, o principal produto da COX-2 é a PGF no
endométrio e PGE no miométrio. Este esquema €& representativo
primeiramente para bovinos, embora parece ser valido também para suinos.
Fonte: modificado de Shemesh (2001).
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3. OBJETIVO

A andlise de niveis plasméaticos do horménio luteinizante (LH), em conjunto
com os de progesterona (P4), durante o inicio do tratamento superovulatério com
extrato de pituitaria eqlina (EPE), em doses constantes ou decrescentes, ou
horménio foliculo estimulante purificado equino (eFSH) permite investigar se a
concentracdo do LH plasmatico influencia de alguma forma a lutedlise induzida com

dinoprost trometamina em éguas.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado junto ao Departamento de Reproducdo Animal e
Radiologia Veterinaria da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ -
UNESP, Botucatu-SP.

4.1. Preparacado do EPE

As pituitéarias foram adquiridas no abatedouro de equinos Pomar Ltda.,
localizado na cidade de Araguari-MG. Sua remoc¢do se deu por um corte obliquo
caudo-cranial na regido caudal ao pavilhdo auricular e mandibula. Esse
procedimento permitiu a remocao do encéfalo e visualizacao da pituitaria alojada na

fossa hipofisaria, da qual foi removida com auxilio de uma espatula.

As pituitarias extraidas foram lavadas com solucéo fisiolégica (NaCl 0,9%) e
armazenadas por conjuntos diarios em pacotes plasticos a uma temperatura
conservante de - 20°C por duas semanas, quando foram transportadas, em caixas
térmicas com gelo seco, para o laboratorio de endocrinologia do Departamento de
Reproducédo Animal da FMVZ — UNESP de Botucatu, onde foram processadas.

O extrato bruto foi preparado seguindo metodologia de Guillou & Combarnous
(1983), modificada (CARMO, 2003). Que, apds a descongelacéo, incluiu a lavagem
em agua destilada/deionizada, seguida pela trituracdo em liquidificador doméstico
com uma solucdo a 40% de etanol e 6% de acetato de amobnia. A fragao ativa foi
precipitada e ressuspensa em etanol 80%, filtrada em membrana de didlise,
liofilizada e conservada a -20°C até sua diluicdo em solucéo fisiolégica (10 mg/mL)
para aplicagdo nas éguas dos grupos experimentais, qualquer excedente da solugcéo
final diluida foi armazenado, para reutilizacdo, por no maximo sete dias em

refrigerador (5°C).

Parte da porcao liofilizada foi enviada para a Universidade da California em
Davis, EUA, onde foi realizada a dosagem de LH e FSH presente na partida usando
a técnica de radioimunoensaio (RIA), devidamente padronizada para a espécie

equina.
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4.2. Animais

Utilizaram-se 7 éguas mesticas, saudaveis, com idade variando de 4 a 16
anos, peso variando de 400 a 500 kg e com histéricos reprodutivos normais, em
duas estacdes distintas. Nessas duas estacdes reprodutivas as éguas ficaram
alojadas nas dependéncias do Centro de Reproducéo Equina da Fazenda Lageado -
UNESP, localizado no municipio de Botucatu (LAT. 22°S e LONG. 48°W), no estado
de Séo Paulo. As éguas foram mantidas em piquete com acesso livre ao bebedouro
coletivo e suplementacdo mineral. Foi fornecida racdo balanceada enriquecida com
vitaminas no cocho duas vezes ao dia e o feno de coast-cross (Cynodon dactylon)

duas vezes ao dia.

4.3. Grupos Experimentais

As 7 éguas foram distribuidas entre os grupos, sendo tratadas uma vez em
cada grupo, minimizando o efeito individual de cada tratamento, sendo divididas da

seguinte forma:
4.3.1. Grupo 01: Controle (n=6 éguas)

As éguas desse grupo foram tratadas para a inducdo da lutedlise com 5 mg
de dinoprost trometamina(IM) as 18:00 horas do 7° dias apds a ovulacdo detectada
por ultra-sonografia (dia 0) e as 7:00 horas do 8° dia (com confirmacdo da presenca

do CL no dia 0 em todos 0s grupos).

4.3.2. Grupo 02: EPE Doses Constantes (n=7 éguas)

As éguas deste grupo tiveram a lutedlise induzida com uma aplicacdo de 5
mg de dinoprost trometaminaas 18:00 horas do 7° dias ap6s a ovulacao detectada
por ultra-sonografia (dia 0) com aplicacdo simultdnea de EPE em doses constantes
de 25 mg (IM), e uma segunda aplicagdo as 7:00 horas do dia seguinte de ambos
medicamentos, dando continuidade, entdo, somente ao tratamento com EPE em

doses constante.
4.3.3. Grupo 03: EPE Doses Decrescentes (n=7 éguas)

As éguas deste grupo tiveram a lutedlise induzida com uma aplicacdo de 5

mg de dinoprost trometamina as 18:00 horas do 7° dias apds a ovulacdo detectada
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por ultra-sonografia (dia 0) com aplicacdo simultdnea de EPE com 40 mg (IM), e
uma segunda aplicacdo as 7:00 horas do dia seguinte de ambos medicamentos
(EPE de 35 mg/IM), dando continuidade, entdo, somente ao tratamento com EPE em

doses decrescentes.

4.3.4 Grupo 04: FSH Equino Purificado (n=5 éguas)

As éguas deste grupo tiveram a lutedlise induzida com uma aplicacdo de 5
mg de dinoprost as 18:00 horas do 7° dias apds a ovulacdo detectada por ultra-
sonografia (dia 0) com aplicacdo simultanea de eFSH* em doses de 12,5 mg (IM), e
uma segunda aplicacdo as 7:00 horas do dia seguinte de ambos medicamentos,

dando continuidade, entdo, somente ao tratamento com eFSH.

4.4. Protocolos Superovulatérios

Os tratamentos superovulatorios (grupos 2 a 4) sempre foram realizados no
periodo da tarde assim como as coletas de sangue para as dosagens hormonais de
todos o0s grupos. Iniciaram-se os tratamentos no 7° dia apds a ovulagdo (dia 0),
todos os tratamentos foram acompanhados por duas inje¢des intramusculares de
dinoprost (5 mg), aplicadas 18:00 horas no dia 0 e as 7:00 horas do dia 1 (8° dia
apos a ovulacdo). O grupo 1 foi o controle experimental, no qual apenas foram
aplicadas as duas doses do luteolitico; o grupo 2 (EPE - doses constantes) recebeu
no dia 0 25mg/IM/b.i.d. do EPE todos os dias de tratamento; o grupo 3 (EPE - doses
decrescentes) recebeu 40 mg/IM as 18:00 horas do EPE no dia 0, 35 mg/IM/b.i.d. do
EPE no dia 1, 30 mg/IM/b.i.d do EPE no dia 2; e, no dia 3, 25 mg/IM/b.i.d.; o grupo 4
(eFSH - Bioniche®) recebeu 12,5 mg/IM/b.i.d. do eFSH durante todos os dias

tratados.

4.5. Coletas de Sangue e Ensaios Hormonais

Para realizar as dosagens hormonais cumpriu-se uma rotina de coletas de
sangue que se iniciaram um dia antes do inicio do tratamento superovulatorio e

prosseguiram por cinco dias (dia -1 até 3), sempre no periodo da tarde (18:00

! Bioniche Animal Health Inc., Canada.
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horas), que no Dia 0 ocorreu apds os tratamentos. O sangue coletado foi
centrifugado a 3.000rpm e o plasma armazenado a -18°C, e este transportado em
caixas refrigeradas até a Universidade de Davis, EUA, onde as dosagens de
progesterona plasmatica e LH foram realizadas por radioimunoensaios devidamente
padronizados para a espécie eqiina no Laboratério de Endocrinologia sob

responsabilidade da Dra. Jannet Roser.

4.6. Analise Estatistica

Para comparar as dosagens hormonais diarias de LH e P4 foi aplicada andlise
de variancia (ANOVA), ap6s os dados terem passado pelo teste de normalidade,
assim que se evidenciou diferenca estatistica, a 0,05 de significancia, foi aplicado o
teste de Tukey para demonstrar quais grupos eram diferentes entre si no mesmo dia
e diferengas no mesmo grupo ao longo dos dias. O decréscimo nas concentracdes
de progesterona ao longo dos dias foi avaliado pelo teste t. Para realizar as

correlagdes entre os horménios foi utilizado o teste de correlacdo de Pearson.
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5. RESULTADOS

As concentracdes de gonadotrofinas presentes na partida utilizada do EPE,
dosados por RIA, foram de 493ug de LH para 331ug de FSH. Os niveis de LH no
eFSH, produzido comercialmente pela Bioniche Animal Health®, ndo foram dosados

nesse experimento e a empresa nao cita essa relagéo no produto comercial.

Os resultados das dosagens plasmaticas de progesterona mostraram que nao
houve diferenca quanto ao dia de lutedlise (P4<1 ng/mL) entre os grupos. Havendo
diferencas diarias entre os niveis de P4 a partir de 48 horas (dia 2) da aplicacédo do
agente luteolitico (Tabela 01). N&o houve diferenca entre os percentuais de
decréscimo de progesterona que foram de 97,55% para o controle, 98,48% para o
grupo tratado com EPE em doses constantes, 97,57% para o grupo tratado com

EPE em doses decrescentes e de 96,81% para o grupo tratado com o eFSH.

Tabela01l: Média + desvio padrdo da progesterona plasmatica (ng/mL) dos
diferentes grupos nos dias analisados.

EPE EPE
Controle eFSH
constante decrescente
Dia -1 13,89 + 5,56™ 11,88 + 3,41 9,89 + 2,94 10,04 + 6,912
Dia0 8,29 + 4,225 8,93 + 5,33 8,58 + 2,42 9,24 + 7,77°%
Dia 1 1,66 + 1,32 “? 1,42 + 0,47 1,40 + 0,992 0,76 + 0,665
Dia 2 0,61 +0,10%® 0,28 + 0,09° 0,25 + 0,23%° 0,45 + 0,42°2°
Dia 3 0,34 + 0,12 0,18 + 0,07™ 0,24 +0,35 P 0,32 + 0,24

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna (A; B; C; D) indicam diferencgas estatisticas (p<0,05);
Letras mindsculas diferentes na mesma linha (a, b) indicam diferencgas estatisticas (p<0,05);

A progesterona plasmatica atingiu um valor menor que 1 ng/mL 48 horas ap0s
a aplicacéo do luteolitico em todos os grupos, exceto o grupo tratado com eFSH, no
qual ocorreu com 24h, tendo um indice de correlacdo com o valor de LH de -0,374
quando analisados todos dados em conjunto. Esse indice indica uma correlagao
fortemente negativa entre os valores de P4 e LH, quanto maior o valor plasmatico de

LH menor era o valor da P4 (Gréfico 01).
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Grafico 01: Representagdo dos valores hormonais de LH e P4 médios durante os
dias analisados.

Os niveis plasmaticos de LH tiveram uma relacao direta ao tipo do tratamento

superovulatério empregado, como mostra a Tabela 02. Sendo que 0s grupos com

aplicacdo dos medicamentos com maior contaminacéo por LH (EPE) tiveram valores

superiores desse horménio, que apos o Dia 1 mantiveram um platé até o ultimo dia

analisado (dia 3), tendo a diferenca entre grupos como principal achado (Grafico 02).

Tabela 02: Meédia + desvio padrdo do LH plasmético (ng/mL) dos diferentes grupos
nos dias analisados.
EPE EPE
Controle eFSH
constante decrescente
Dia -1 1,57 + 0,72" 4,75+ 2,98% 2,07 +1,30%® 3,565+ 2,03%
Dia0 2,48 + 1,97 8,92 + 4,0% 12,59 + 2,47% 3,13 + 1,46
Dia 1 2,45 + 1,65"° 17,23 +5,36™ 16,37 + 3,16™ 5,67 + 1,54
Dia 2 2,61+1,36"° 16,72 + 2,57 17,37 + 3,99 4,79 +1,26™
Dia 3 2,96 + 1,59"° 15,55 + 3,0" 15,30 + 2,88"%* 575+ 1,89"

Letras mailsculas diferentes na mesma coluna (A; B; C; D) indicam diferencgas estatisticas (p<0,05);

Letras mindsculas diferentes na mesma linha (a, b) indicam diferencgas estatisticas (p<0,05);
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Gréfico 02: Representacdo dos valores médios de LH do dia -1 ao 3 dos
tratamentos superovulatorios (a seta indica o inicio dos tratamentos),
destacando somente as diferencas presentes no dia 3.
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6. DISCUSSAO

As concentracdes de LH e FSH presentes no preparado do EPE estédo
condizentes com os altos niveis de contaminacdo com LH de tais produtos utilizados
para superovulacdo na espécie equina (CARMO, 2003; MACHADO, 2004; ROCHA
FILHO, 2005; THARASANIT et al., 2006). A contaminacdo por LH no preparado
purificado comercial da Bioniche Animal Health®, apesar de ndo dosado e ndo
informado pela empresa, € presente, mas em niveis muito inferiores aos do EPE,
evidenciado pelos valores plasmaticos de LH nos ciclos tratados. Ainda assim séo
estatisticamente maiores que dos animais nao tratados a partir do dia 1 do

tratamento, ou seja, apos 3 aplicacbes de 12,5 mg, IM, do eFSH.

Outro ponto importante de ser salientado, ja descrito na metodologia, € que as
coletas de sangue para dosagens hormonais foram feitas somente no periodo da
tarde, portanto, no momento das coletas de todos grupos no dia 0 os animais ja
tinham sido tratados com dinoprost (todos grupos), EPE (G2 e G3) e eFSH (G4).
Motivo pelo qual j& se observa uma leve queda no nivel plasmatico de P4 neste
momento (p>0,05, somente no grupo controle), de acordo com observacdes
temporais de resposta a PGF,, realizadas por Stabenfelt et al. (1981), e um sensivel
aumento nos valores plasmaticos de LH (p<0,05), sendo essa diferenca no LH
intimamente ligada a dosagem e a droga utilizada, assim, os grupos tratados com

EPE, apresentaram as concentracdes mais altas de LH.

No dia -1 ndo foi observada qualquer diferenca entre 0s grupos
experimentais, tanto nos valores de P4 quanto nos de LH, indicando portanto que as
condicbes fisiolégicas eram semelhantes entre os grupos antes do inicio do
tratamento e condizentes com valores encontrados na literatura para o sexto dia
apos a ovulacdo (GINTHER, 1992).

A lutedlise foi alcancada em todos os grupos dentro de 48 horas da segunda
aplicacdo do luteolitico, essa aplicacdo dupla teve como objetivo impossibilitar
qualquer tipo de resposta anémala do CL com possivel retomada dos valores de P4
plasmatica. Mesma técnica foi utilizada com sucesso (dinoprost 10 mg/égua),
recentemente, para inducdo da lutedlise no terceiro dia pés-ovulacdo em éguas
(BERGFELT et al., 2006).
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A partir do momento em que se tem a lutedlise, observou-se uma diferenca
entre 0s grupos quanto aos valores de P4, na qual evidenciou-se um valor maior
deste hormonio no grupo controle, que nesse mesmo momento (dia 2) apresentava
um valor mais baixo de LH, correlacionados negativamente durante todos os dias
analisados. Essas diferencas nas concentracfes de P4 ficaram ainda mais claras no
dia 2 (p<0,001), quando ficou evidente a inferioridade das concentracdes nos grupos
tratados com EPE sobre o grupo tratado com eFSH e ambos em relagdo ao grupo
controle, seguindo a mesma linha inversa quanto as concentracbes de LH.
Demonstrando uma ligacao intima entre os altos valores de LH com os mais baixos
valores de P4. O que mostra, indiretamente, uma ligacao entre o LH plasmatico e a
lutedlise, corroborando os dados de PGFM estimulados por hCG relatados por
Shemesh et al. (2001) em bovinos e Ziecik & Kotwica (2001) em suinos. Fields &
Shemesh (2004), relatam ainda a ativacao de receptores uterinos de LH ao redor do
dia 15 do ciclo estral de bovinos, suinos e ovinos associado ao aumento da
producdo de PGF,, pelo endométrio, evento também acompanhado em primatas e

humanos, havendo uma lacuna deste conhecimento para a espécie equina.
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7. CONCLUSAO

Os modelos experimentais de ambientes com diferentes concentracdes de LH
induzidas por tratamentos superovulatorios distintos em éguas foram eficazes na
demonstracdo dos efeitos deste horménio sobre as concentracdes plasmaticas de
P4 e, conseqlentemente, correlato sobre a producdo de PGF,, pelo endométrio.
Demonstrando indiretamente uma provavel funcdo desta gonadotrofina no processo
da lutedlise na espécie equina, ja descrita em outras espécies, mas, ndo podendo
portanto ser concluido de forma incisiva, sua real participacdo no evento da lutedlise.
A despeito disso, essas concentragbes elevadas de LH n&o influenciaram de

nenhuma forma o momento da lutedlise em si.

Como o delineamento experimental ndo teve como objetivo basico o estudo
da lutedlise, espera-se que mais estudos especificos sobre a presenca de
receptores para LH ou seu RNAmM no utero, tubas uterinas e cérvix, avaliando
conjuntamente o efeito de sua estimulagdo com LH ou hCG sobre a producéo da
PGFM, precisam ser conduzidos para termos respostas mais concretas sobre a real

participacdo do LH no processo luteinico da égua.
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