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SOUSA, F.E.M.R. LUTEOLISE INDUZIDA EM JUMENTA: AVALIACAO DO
FLUXO SANGUINEO LUTEAL E EFEITOS COLATERAIS APOS
ADMINISTRACAO DE DINOPROST OU CLOPROSTENOL. Botucatu-SP. 2019.
59p. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o fluxo sanguineo luteal e os efeitos colaterais
em jumentas apOs administracdo de dois agentes luteoliticos. Cinco dias apos a
ovulacdo, oito fémeas asininas foram randomizadas em crossover design, em dois
grupos experimentais. No grupo 1 (Gl) foi utilizado Dinoprost Trometamina, e no grupo
2 (G2) Cloprostenol sodico. Foram realizados exames ultrassonograficos modo B e
modo Doppler 15 minutos antes (-15) da administracdo dos andlogos da PGF2a, e nos
tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos e 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12 e 24 horas pds-aplicacdo. Ja os
efeitos colaterais foram observados nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos pos-
administracdo dos agentes luteoliticos. O fluxo sanguineo e a area do corpo ldteo
reduziram gradativamente durante as primeiras 24 horas em ambos 0s grupos. Em
relacdo a observacdo dos efeitos colaterai, a aplicacdo de Dinoprost Trometamina
provocou um maior grau de sudorese, enquanto que, ap6s aplicacdo de Cloprostenol
Sédico, maior desconforto abdominal e diarreia foram observados como efeitos
colaterais. Conclui-se que ambos o0s tratamentos (dinoprost e cloprostenol) sdo
eficientes na promocéo da lutedlise, entretanto os efeitos colaterais diferem em resposta
a administracdo de cada ativo. Novos estudos se fazem necessérios, com reducdo das

doses luteoliticas efetivas visando minimizar os efeitos colaterais observados.

Palavras-chave: asininos, corpo lateo, ultrassonografia Doppler, prostaglandinas.
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SOUSA, F.E.M.R. LUTEOLYSIS INDUCED IN JENNIES: EVALUATION OF
LUTEAL BLOOD FLOW AND SIDE EFFECTS AFTER ADMINISTRATION OF
DINOPROST OR CLOPROSTENOL. Botucatu — SP. 2019. 59p. Séo Paulo State

University - School of Veterinary Medicine and Animal Science.

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the blood flow and side effect in jennies after
treatment with two luteolytic drugs. Five days after ovulation, eight jennies included
were randomized in crossover design into two experimental groups. In group 1 (Gl)
Dinoprost Tromethamine was used, and in group 2 (G2) Cloprostenol sodium. Mode B
and Doppler ultrasound examinations were performed 15 minutes before (-15)
administration of PGF2a, and at times 0, 15, 30, 45 and 60 minutes and 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 12 and 24 hours after application. Side effects were observed at 0, 15, 30, 45 and 60
minutes after luteolytic agents administration. Blood flow and corpus luteum area
decreased gradually during the first 24 hours in both groups. Regarding the observation
of side effects, G1 presented major score of sweating, while in G2, greater abdominal
discomfort and diarrhea was evidenced as a major side effect. It is concluded that both
treatments (dinoprost and cloprostenol) are efficient in promoting luteolysis, however
side effects differ between each active. Further studies are needed to determine whether

low doses may be effective in inducing luteolysis to minimize side effects.

Keywords: jennies, corpus luteum, Doppler ultrasonography, prostaglandins.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Segundo dados da Food and Agriculture Organization (FAO, 2017), estima-se
que o rebanho mundial de asininos é de 45.798.365 animais. No Brasil, entre os anos de
1996 a 2017, houve uma reducdo significativa no nimero de jumentos, passando
1.231.893, para 841.307 cabecas, correspondendo a 1,83 % da populacdo mundial de
asininos aproximadamente. Esses dados sdo alarmantes, uma vez que a reducdo no
namero desses animais pode resultar em perda de variabilidade genética das espécies,
restringindo sua capacidade de adaptacdo e evolucdo (NOBRE, 1980).

Mesmo com essa redugé@o na populacdo de asininos, esses animais contribuem de
forma relevante para a equideocultura brasileira. Essa atividade movimenta anualmente,
dentre mais de 30 segmentos, R$ 16,15 bilhdes e gera 610 mil empregos diretos e 2.430
mil empregos indiretos, sendo responsavel, assim, por aproximadamente 3 milhdes de
postos de trabalho (MAPA, 2016). No Brasil, existem trés ragas de jumentos que foram
originadas a partir de cruzamentos com as racas trazidas pelos colonizadores. Sao elas o

Jumento Nordestino, o Jumento Brasileiro e o Jumento Péga.

Estima-se que 86,7% da populacdo Brasileira de asininos encontra-se na regido
nordeste, 5,03% na regido sudeste, 4,78% na regido norte, 2,1% na regido centro-oeste e
0,65% na regido sul (IBGE, 2017). A raga Jumento Nordestino, compdem quase que a
totalidade dos animais presentes no norte e nordeste brasileiro. As demais regifes séo
ocupadas principalmente pela raca Péga, seguida pela raca Jumento Brasileiro

“Paulista”.

O jumento Nordestino foi durante muitos anos, desde a época da colonizacéo,
responsavel por ajudar nos servicos agricolas e pecuarios na regidao nordeste do pais. No
entanto, com a mecanizacdo e industrializacdo dessas atividades, deixaram de ser
utilizados pelo homem e foram substituidos por maquinas pesadas e motocicletas. Ao
perderem suas funcdes de trabalho, esses animais s&o vistos como um problema, pois
passam por um processo de abandono e se reproduzem de forma indiscriminada,
causando acidentes em estradas e rodovias daquela regido. Soma-se a esses fatores, 0
abate ilegal e descontrolado desses animais, contribuindo de forma significativa para a
reducdo da sua populacdo (CARNEIRO; LUCENA; BARROQOS, 2018).
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No nordeste Brasileiro, as condi¢Ges para 0s pequenos agricultores e pecuaristas
produzirem séo, em sua grande maioria, desumanas, devido a seca e falta de incentivo
econdémico, causando abandono de propriedades e despovoamento de comunidades
rurais por inteira. Acrescenta-se a isso, 0 avanco dos grandes latifundiarios que
compram as poucas terras produtivas que restam, contribuindo para um processo de
migracdo do sertanejo para as grandes cidades a procura de empregos e melhores
condigdes de vida.

A sobrevivéncia das ragas de jumentos nordestinos e a possibilidade de um
aumento no numero desses animais estdo relacionadas ao interesse econémico neles e
em seus produtos. Portanto, € preciso redescobrir o papel do desse animal na sociedade
e na regido nordeste, evitando a extin¢ao dessa raga e levando novas perspectivas para a
populagéo e para esses animais, gerando emprego, renda e diminuindo os problemas

causados pela sua ndo utilizacao.

Na Europa, além da utilizacdo para servicos de tracdo, transporte e producdo de
mulas, os asininos podem ser utilizados para a conservacao do solo e pastagens, turismo
e lazer, fabricacdo de cremes de beleza, sabonetes (CAMILLO et al., 2018), terapia
assistida a pessoas com deficiéncia (BORIONI et al., 2012), produgdo de leite para
fabricacdo de queijos, sorvetes, bolos e licores (SALIMEI, 2016), na alimentagédo de
criancas que sofrem de alergia a proteina do leite de vaca (ALTOMONTE et al., 2019),
producdo de diversos tipos de carnes com maior quantidade de proteinas e menos
gordura que suinos e bovinos (MARINO et al., 2015; POLIDORI et al., 2015).

A china, pais que tem uma populacdo de 4.568.500 de asininos (FAO, 2017), o
que representa aproximadamente 10% da populagdo mundial de jumentos, sdo grandes
consumidores da carne desses animais e produzem uma gelatina “ejiao” a partir da sua
pele, ndo consegue atender sua demanda interna apenas com seu rebanho, e por isso, se
tornou o maior exportador de pele de asininos do mundo, eles acreditam que o “ejiao”
tem propriedades para tratar diversas doencas, sendo recomendada pela medicina

tradicional chinesa.

Com tantas alternativas surgindo em varios paises em relacdo a criacdo e
producdo de asininos, pode-se visualizar um novo nicho econémico para a regido
nordeste do Brasil e para a raca Jumento Nordestino, além da preservacdo da

variabilidade genética da espécie, evitando sua extincdo. No entanto, varios estudos
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devem ser realizados para que isso se torne possivel, além de quebrar paradigmas

culturais em relacdo ao consumo da carne e leite desses animais, dentre outros produtos.

Conhecer as caracteristicas e peculiaridades desses animais é de fundamental
importancia para aumentar os indices produtivos e reprodutivos dessa espécie. No
Brasil, nas ultimas décadas tem sido realizadas pesquisas em asininos sobre gestacéao
(MEIRA et al, 1998a, 1998b), dinamica folicular (MAGALHAES, 2019),
caracterizagdo das populagGes de foliculos pré-antrais (LOPES et al.,, 2017),
comportamento reprodutivo (CANISSO, 2008; HENRY; LAGO, 2010; HENRY;
LODI; GASTAL, 1998), parametros seminais (CANISSO et al., 2010) efeito sazonal e
frequéncia ejaculatoria (GASTAL et al., 1996), e biotecnologias e fertilidade de sémen
(OLIVEIRA et al., 2015, 2006).

Apesar dessas pesquisas realizadas em diferentes racas de asininos presentes no
Brasil, ainda ha uma escassez de trabalhos envolvendo bem-estar desses animais frente
a administracdo de alguns farmacos, bem como explicar alguns fenémenos relacionados
a regressdo do corpo lateo no Jumento Nordestino; sendo esse 6rgdo responsavel pela
duracdo do ciclo estral e o controle da lutedlise, fator fundamental para aumentar os

indices reprodutivos e, consequentemente, os de producao.

Portanto, o objetivo desse estudo foi caracterizar a lutedlise em jumentas
nordestinas, por meio do fluxo sanguineo, area total do corpo IUteo e concentracdo
plasmaticaa de progesterona apds a administracdo de Dinoprost e Cloprostenol, bem

como seus efeitos sobre o bem-estar animal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.2 Ovulacao

A ovulacdo, a luteinizacdo e a matura¢do do complexo cumulus-o6cito dependem
da presenca de varios fatores intrafoliculares. A maioria deles é produzida pelas células
foliculares em resposta a estimulacdo do horménio luteinizante (LH) (GERARD;
ROBIN, 2019), que ap0s se ligar aos seus receptores presentes nas células da teca e da
granulosa, ira desencadear uma cascata de eventos (RUSSELL; ROBKER, 2018).

Os foliculos primordiais e primarios ndo sdo vascularizados, sendo formado um
plexo vascular nas células da teca a partir do recrutamento de células endoteliais (CE)
do estroma ovariano durante o crescimento continuo dos foliculos (JIANG et al., 2003;
WOAD; ROBINSON, 2016), e estd diretamente relacionado com 0s processos de
dominéncia, ovulagdo ou atresia, desenvolvimento do CL e producdo de progesterona
(P4) (ACOSTA et al., 2004; DE TARSO et al., 2017).

As CE representam 40 % da populacdo de células em proliferacdo presentes na
camada das células da teca (MARTELLI et al., 2009), produzindo e liberando fatores
pro-angiogénicos. Em resposta ao LH enddgeno ou exdgeno (hCG), as células da teca
interna ficam edemaciadas devido ao aumento fluxo sanguineo e hiperemia do foliculo
pré-ovulatério (KERBAN; DORE; SIROIS, 1999; LEE; NOVY, 1978; MURDOCH,;
NIX; DUNN, 1983). O principal fator angiogénico liberado pelas CE no a partir do
foliculo secundario estimulado por gonadrofinas é o de crescimento endotelial vascular
(VEGF) (TAYLOR; HILLIER; FRASER, 2004).

Com o aumento da concentracdo plasmatica de LH no periodo pré-ovulatorio,
ocorre uma constri¢do e reducdo no fluxo sanguineo seguido de apoptose, inflamacéo e
necrose nas células epiteliais da regido apical do foliculo (BRANNSTORM et al., 1998;
MURDOCH; WILKEN; YOUNG, 1999), que somada a hiperemia e atividade contratil
do musculo liso presente na regido basal folicular (CACIOPPO et al., 2017; KO et al.,
2006), contribuem para que ocorra a ovulacdo. Essa contracdo € mediada pela
endotelina 2 (EDN2) produzida nas células da granulosa (KO et al., 2006). Estudos
comprovam a importancia da vasoconstricdo e da EDN2 para a ovulacdo, uma vez que
foliculos que ndo tem musculo liso ao seu redor falham em ovular (MIGONE et al.,

2016), e a atividade contratil do foliculo é induzida com administracdo de (EDN2), bem
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como a administracdo de seus antagonistas bloqueiam a ovulacdo (BRIDGES et al.,
2010; KO et al., 2006).

A presenca de células imunes em foliculos pré-ovulatérios parecem ser um fator
importante na ovulacdo, seja por alteracGes fisicas provocadas por elas ou pela liberacéo
de citocinas pro-inflamatérias (RUSSELL; ROBKER, 2018). A adicao de neutrofilos e
macrdofagos no meio de perfusdo ovariana in vitro aumentou a taxa de ovulagdo de
foliculos pré-ovulatérios, demonstrando sua importancia nesse processo (HELLBERG
et al, 1991), sendo encontrados em grande numero no apice do foliculo
(BRANNSTROM; MAYRHOFER; ROBERTSON, 1993).

As células imunes (neutrofilos, eosinofilos e macréfagos) produzem e/ou liberam
diversas substancias envolvidas na ovulagdo, como o éxido nitrico (ON), espécies
reativas de oxigénio (EROs), citocinas (fator de necrose tumoral a (TNF-a e
interleucinas), e fatores angiogénicos (fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGFA) ), dentre outros (BRANNSTROM; ENSKOG, 2002; PUXEDDU et al.,
2005).

O ON liberado por meio dos neutréfilos (ZACKRISSON et al., 1996), é uma
substancia vasoativa, responsavel pela proliferacdo de células endoteliais e pela
secrecdo de VEGF (REYNOLDS; GRAZUL-BILSKA; REDMER, 2000), atuando para
promover a dilatacdo e permeabilidade dos vasos sanguineos, recrutamento de
leucdcitos durante a ovulagdo e contribuindo na angiogénese inicial do CL (BONELLO
et al., 1996; FERREIRA-DIAS et al., 2011), sendo que sua inibicdo resulta na reducéo
na taxa de ovulacdo (BONELLO et al., 1996).

O TNF-a produzido por neutrofilos e macréfagos aumenta a secregdo de ON
quando adicionado a células endoteliais (YOSHIOKA; ACOSTA; OKUDA, 2012) e
consequentemente também a taxa de ovulacio (BRANNSTROM et al.,, 1995),
comprovando ser um fator necessario para nesse processo. Também séo produzidas por
células do sistema imune e sua inibicdo trés horas antes do pico de LH prejudica a
ovulagéo, expansao das células do cumulos e producdo de P4 (MIYAZAKI et al., 1981;
SHKOLNIK et al., 2011). Seu mecanismo de agdo funciona como indutores da
degradacéo tecidual por sua capacidade de aumentar a susceptibilidade das proteinas de
membrana a degradago por agentes proteoliticos (BRANNSTROM; ENSKOG, 2002).
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As Interleucinas séo citocinas quimiotaticas especificas para neutrofilos, sendo
altamente expressa no CL recém-formado (ROBINSON; WOAD, 2016). Acredita-se
que as interleucinas estimulam a atividade enzimatica proteolitica, a producdo de
prostaglandinas e oxido nitrico (TERRANOVA; MONTGOMERY RICE, 1997), e a
maturacdo do complexo cumulos-odcito (TAKEHARA et al., 1994). Dentre as diversas
classes de interleucinas, na égua, a interleucina-1, sub-unidade IL1B, contribue para que
ocorra a ovulagio (CAILLAUD; DUCHAMP; GERARD, 2005; MARTORIATI;
DUCHAMP; GERARD, 2003).

Os eosinofilos também desempenham funcdes no processo de ovulacdo e
desenvolvimento inicial no corpo luteo, estando presentes em grande numero nos
foliculos pré-ovulatorios, contribuindo por meio da liberacdo de fatores pro-
angiogeénicos, citocinas e quimiocinas, como VEGF e interleucinas (KLIEM et al.,
2013; PUXEDDU et al., 2005). Para que ocorra a ruptura do apice folicular, também é
necessaria a acdo proteolitica de vérias proteases, e nesse contexto, entra a acdo do
ativador de plasminogénio (PA), que transforma o plasminogénio em plasmina, e esta
ird desencadear a ativacdo de varias colagenases responsaveis pela degradacédo do tecido
da regido apical do foliculo e da membrana basal que separa as células da teca das
células da granulosa (BEERS, 1975), e nos equinos as principais colagenases sdo as

metaloproteinases de matriz (MMPs) MMP2 e MMP9 (RILEY et al., 2004; SESSIONS; VICK;
FITZGERALD, 2009).

A producdo de prostaglandinas nos foliculos por estimulo do LH, principalmente a
prostaglandina E2 (PGE2), demostra ter um papel importante na ovulagdo, uma vez que sua
inibicdo através da administracdo de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) no periodo
pré-ovulatério bloqueou a ovulacdo em 83% das éguas (CUERVO-ARANGO;
DOMINGO-ORTIZ, 2011). Seu mecanismo de acdo pode estar envolvido com a
estimulacgdo da sintese e atividade das colagenases na degradacdo da matriz extracelular
(MEC) durante a ruptura folicular e na angiogénese inicial do CL (KIM; HARRIS;
DUFFY, 2014; REICH et al., 1991).

Nas éguas, as celulas foliculares da teca comegcam a degenerar-se imediatamente
antes da ovulagdo e estdo quase completamente degeneradas apdés 24 horas
(BERGFETL; ADAMS, 2011). Posterior a ovulagdo, as células da granulosa passam

rapidamente por um processo de hipertrofia, denotada por um aumento no diametro das
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células de 10 um para 40 um (PINTO, 2015), passando de células produtoras de
estrogénio para células produtoras de progesterona, a partir do corpo lateo (CL)
(BERGFETL; ADAMS, 2011).

2.3 Corpo luteo

O CL é uma glandula enddcrina e transitoria, formada ap6s a ovulacdo e um
processo de reorganizacdo celular, tendo como fungdo primordial a producgdo de
progesterona (P4) (NISWENDER et al., 2000). Ao contrario de outras espécies, nas
éguas e nas jumentas, ele encontra-se totalmente no estroma ovariano, na regido da
fossa de ovulacdo, o que o torna de dificil avaliacdo por meio de palpacdo transretal,
tornando o exame ultrassonogréfico indispensavel. Ele pode ter morfologia normal ou
cavitario, fator que ndo interfere na producdo de P4, horménio responsavel pela
supressdo do estro e ndo aceitacdo ao macho, proliferacdo das glandulas histiotroficas
do endométrio para manutencdo inicial da gestacdo, aumento do ténus uterino e

determinar o comprimento do ciclo estral.

E um 0rgdo altamente vascularizado, demandando a maior taxa fluxo sanguineo
no corpo das fémeas (REDMER; REYNOLDS, 1996), podendo consumir até seis vezes
mais oxigénio por unidade de peso do que outros 6rgdos, como figado, rim ou coracdo
(SWANN; BRUCE, 1987).

2.3.1 Angiogénese e desenvolvimento

Apos a ruptura folicular, a degradacdo da membrana basal é o principal fator
envolvido na angiogénese luteal. Como ja citado anteriormente, sdo varios os fatores
envolvidos na ruptura folicular e degradacdo da membrana basal. ApOs esse processo,
ocorre invasdo das células vascularizadas da teca nas células avasculares da granulosa,
bem como migracdo de células imunes (neutrofilos, eosinofilos e macréfagos),
proliferacdo de células endoteliais, periocitos, fibroblastos e formacdo dos brotos
vasculares do CL inicial a partir de vasos pré-existentes das células foliculares da teca
(MONGIAT etal., 2016).

A angiogénese lutea é regulada por fatores pré-angiogénicos e anti-angiogénicos
(CONWAY; COLLEN; CARMELIET, 2001; KUWANO et al., 2001), sendo formados

novos vasos sanguineos a partir de uma vascularizagdo pré-existente (MULLER;
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ELLENBERGER; SCHOON, 2009). Os principais fatores pro-angiogénicos produzidos
no CL é o fator de crescimento endotelial A (VEGFA), fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF2), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e
angiopoietina 1 (Angl). Apos a ovulacdo, ocorre a formacdo do corpo hemorragico,
uma estrutura preenchida com sangue, transudato, células do sistema imune e linfa
formando um coagulo (BERGFELT; ADAMS, 2007), que é um potente estimulador na
migracdo de células endoteliais (FURUKAWA et al., 2007), responsaveis por

estabelecer a angiogenese no CL.

Em bovinos, os primeiros brotos capilares sdo observados 36 horas apds a
ovulacio (AMSELGRUBER; SCHAFER; SINOWATZ, 1999), e ap6s 12 horas em
ratos (MEYER; MCGEACHIE, 1988). A degradacdo da membrana basal é
fundamental para o desenvolvimento inicial do CL, pois ela é um reservatorio de fatores
pré-angiogénicos e citocinas, que sdo liberados apds sua ruptura, sendo essenciais para

0 estabelecimento vascularizacao e esteroidogénese lUtea.

O VEGFA ¢ considerado o principal fator pro-angiogénico, sendo encontrada a
expressao génica dos seus receptores (VEGF- R1 e VEGF-R2) nas células foliculares da
teca e da granulosa, bem como no CL inicial ap6s a ovulacio (MULLER;
ELLENBERGER; SCHOON, 2009). Apds se ligar ao seu receptor VEGF — R2, ele
aumenta a permeabilidade vascular (DVORAK et al., 1995) e induz a proliferacéo,
migracdo e germinacdo endotelial, bem como a formacdo de novas redes endoteliais
(GALE; YANCOPOULOQS, 1999). No CL inicial ocorre a proliferacdo de neutrofilos,
macrofagos, eosinofilos e macréfagos dentre outros, colaborando para angiogenese
luteal por meio da liberacdo citocinas (GALVAO; FERREIRA-DIAS; SKARZYNSKI,
2013; SHRESTHA et al., 2018).

A hipdxia tecidual € o principal fator que estimula respostas angiogénicas
(NEEMAN et al., 2003; REYNOLDS; GRAZUL-BILSKA; REDMER, 2000). As
celulas respondem a hipdxia através da ativacdo do fator induzido por hipdxia 1 (HIF1),
que é um fator de transcricdo que se liga a elementos de resposta a hipoxia (HRE) na
regido promotora de genes regulados por hipéxia (WANG; SEMENZA, 1993). Os
principais genes regulados pelo HIF1 sdo o VEGF e a END2. As concentragdes de
oxigénio no fluido folicular diminuem nos dltimos estagios do desenvolvimento
folicular antral (BOONYAPRAKOB et al., 2005; NISHIMURA; OKUDA, 2010, 2015)
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e no estagio inicial de desenvolvimento do CL (SHRESTHA et al., 2018). Estes estudos
comprovam os papeis fundamentais da END2 e VEGF nos processos de ovulagéo e

luteogénese nos animais.

Apesar de o0 VEGF ser considerado o principal fator pro-angiogénico, nessa fase
de desenvolvimento inicial do CL o FGF2 é o principal responsavel pela migracéo e
desenvolvimento das CE luteinicas. Esse fato é confirmado por meio de estudos, onde a
administracdo de um inibidor do receptor (FGFR1) de FGF2 bloqueou quase
completamente (94%) a formacdo de redes endoteliais luteais in vitro (WOAD et al.,
2009), ocorrendo mesmo na presenca de VEGFA exdgeno, o que sugere que o FGF2 é

critico para a formacg&o de redes endoteliais luteinicas (WOAD et al., 2009, 2012).

Para que ocorra uma angiogénese adequada € necessaria a formacgdo de redes
vasculares estaveis e integras, nesse contexto, entra em acdo o PDGF. Ele tem como
funcdo atuar de forma paracrina no recrutamento de pericitos (GERHARDT,;
BETSHOLTZ, 2003). Estes sdo células murais que presentes ainda no foliculo e séo
responsaveis pela orientacdo das CE por meio das fibras de fibronectina na formacéo
dos brotos endoteliais e estabilizacdo da rede vascular do CL (AMSELGRUBER;
SCHAFER; SINOWATZ, 1999; REDMER et al., 2001; ROBINSON et al., 2009).
Além de estarem envolvidas na angiogénese inicial do CL (OZERDEM; STALLCUP,
2003), sintetizam também VEGF apdés estimulados pelo ON endotelial (REYNOLDS;
GRAZUL-BILSKA; REDMER, 2000).

A Angl é fundamental nesse processo de estabilizacdo da vascularizacao lUtea
(FRASER, 2006), e apo6s se ligar ao seu receptor (Tie2) presentes nas CE (SATO et al.,
2002), contribuem para a maturagdo de novos vasos em estruturas vasculares mais
complexas e maiores (HANAHAN, 1997), colaborando para formacéo tubular das CE
(HAYES et al., 1999; KOBLIZEK et al., 1998).

A luteinizacdo e vascularizagdo no corpo lateo equino estdo completas entre 3 a 5
dias apos a ovulagio. A medida que o CL amadurece, as células luteais s&o
caracterizadas por um aumento no didmetro, nucleos vesiculados e vacuolos finos no
citoplasma, os quais indicam um aumento na proliferacdo celular e producdo de
progesterona (P4) (BERGFETL; ADAMS, 2011).
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2.3.2 Composicao celular

O CL ¢é composto por diferentes tipos celulares, constituindo-se de células
esteroidogénicas (células luteais pequenas e grandes), e ndo esteroidogénicas (células
endoteliais, células musculares lisas, periocitos, fibroblastos e células imunes) (FARIN
et al., 1986; O’SHEA; RODGERS; D’OCCHIO, 1989; WATSON; SERTICH, 1990;
YOSHIOKA et al., 2013). Como foi mencionado anteriormente, embora tenham
caracteristicas distintas, ambas as linhagem celulares estdo envolvidas na angiogénese e
consequentemente na producdo de P4. Dependendo do estdgio de desenvolvimento do
corpo lateo, as células endoteliais podem representar entre 85 a 50% da sua composi¢do
(LEIL; CHEGINI; RAO, 1991; O’SHEA; RODGERS; D’OCCHIO, 1989; REDMER et
al., 2001; REYNOLDS; GRAZUL-BILSKA; REDMER, 2000).

As células lateas grandes e pequenas sdao formadas a partir das células da
granulosa e da teca (NISWENDER et al., 2000). Nos equinos as células Iiteas grandes
apresentam diametro de 20 a 65 um e sdo caracterizadas morfologicamente como
poliédricas grandes, com citoplasma vacuolado, um Unico nucleo excéntrico redondo ou
oval, contendo um ou mais nucléolos; as células lUteas pequenas apresentam diametro
de 7 a 18 um, sdo alongadas e com nucleos irregulares de coloracédo escura (WATSON;
SERTICH, 1990).

2.3.3 Esteroidogénese

A ligacdo do hormdnio luteinizante (LH) a receptores existentes nas células da
teca estimulam a atividade da enzima P450 17a-hidroxilase, que atua na converséo da
pregnenolona em androstenediona. Essa é metabolizada em estrégeno (E2) por meio da
enzima P4s0aromatase presente nas células da granulosa (FORTUNE; QUIRK, 1988).
Este € o modelo descrito por esses autores em bovinos, que pressupdem-se ocorrer na
maioria das espécies. O aumento pré-ovulatério do LH resulta em luteinizacdo das
células granulosas e tecais e altera a via esteroidogénica, de modo que a progesterona é
o principal horménio esterdide produzido por cada um desses tipos de células apds a
luteinizagdo (NISWENDER et al., 2000).

A reducdo na concentracdo de E2 é devido a menor quantidade de aromatase nas
células da granulosa (BELIN et al., 2000), fator essencial nas éguas, uma vez que altas

concentragfes de E2 nesses animais no periodo pré-ovulatério inibem o aumento
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gradual de LH (GINTHER et al., 2010). Foi observado no liquido folicular de éguas,
altas concentracbes de P4 e baixas contragdes de E2 no periodo pré-ovulatério
(OKOLSKI et al., 1995; WATSON; HINRICHS, 1988).

Apbs a ovulacdo e posterior reorganizacdo das células da teca e da granulosa, a
medida que o CL amadurece, as células lGteas séo caracterizadas por um aumento no
didmetro, ndcleos vesiculados e vactolos finos no citoplasma, os quais indicam um
aumento na sintese celular e secre¢do de progesterona (BERGFETL; ADAMS, 2011).
Para que as células luteas sejam capazes de produzir altas concentracdes de P4, é
necessario um aumento na expressao de proteinas envolvidas no transporte de colesterol
da membrana externa para a membrana interna da mitocéndria, e enzimas necessarias
para conversdo de colesterol em progesterona, ou seja, complexo de citocromo P-450
(P-450scc) e 3b-hidroxiesteroide desidrogenase /A°A* isomerase (3b-HSD) (BAO;
GARVERICK, 1998).

O colesterol é o principal substrato para a producgdo de P4, sendo transportado em
forma de lipoproteinas para os tecidos (NISWENDER et al., 2000). Os principais
mecanismos para a obtencdo do colesterol sdo a endocitose da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) rica em colesterol ou a absorcdo seletiva de ésteres de colesterol da
lipoproteina de alta densidade (HDL) (CHRISTENSON; DEVOTO, 2003). Em suinos,
macacos e humanos o LDL € utilizado para a sintese de P4 pelo CL, enquanto 0s
ruminantes, ratos e camundongos utilizam o HDL (CHRISTENSON; DEVOTO, 2003,
DEVOTO et al., 2002; STOUFFER; BRANNIAN, 1993).

O colesterol necesséario para a producdo de P4 pode ser encontrado em forma de
ésteres de colesterdis ou ligado a lipoproteinas (CHRISTENSON; DEVOTO, 2003),
sendo esta ultima a principal via na esteroidogénese litea (AZHAR; REAVEN, 2002).
A captacdo do LDL pelas células lateas ocorre por endocitose por meio do seu receptor
(LDLR) na membrana plasmatica (BROWN; GOLDSTEIN, 1986; LA VOIE, 2017).
Quando no interior da célula, apdés uma combinacdo dos endossomos com 0s
lisossomos, local onde a LDL se dissocia do seu receptor e junto a ele sdo degradados,
tornando assim o colesterol livre disponivel para a célula (GRUMMER; CARROLL,
1988). A captacdo de HDL extracelular ocorre ap6s se ligar ao seu receptor (SR-BI)
(ACTON et al., 1996), e ao contrario da situagdo do LDL, a entrega do seu colesterol as

células ndo é acompanhada pela degradacdo do seu componente proteico, esse processo
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¢ conhecido como captacdo seletiva de lipidios (KOVANEN et al., 1979;
LEITERSDOREF et al., 1986; WISHART; MACKINNON, 1990).

Os ésteres de colesterol sdo armazenados no reticulo endoplasmético rugoso em
forma de goticulas lipidicas, caracteristico das células luteas. Estes ésteres ndo podem
servir como substrato para esteroidogénese nem como parte estrutural da membrana
plasmatica, necessitam ser hidrolisados por uma enzima extralisossdbmica, denominada
hidrolase de colesterol neutro (NCEH) ou colesterol esterase, também conhecida como
lipase sensivel a horménio (CHRISTENSON; DEVOTO, 2003). Essa é uma das
primeiras etapas da esteroidogénese regulada por meio das vias de segundo mensageiro
(NISWENDER et al., 2000).

Apo6s 0 LH se ligar a receptores especificos ha membrana plasmatica das células
luteas, ele ativa a adenilato ciclase aumentando as concentracdes de adenosina
monofosfato ciclica (AMPCc). Esssa é responsavel pela ativacdo da proteina quinase A
(PKA) (BERTAN et al., 2006), que por meio da fosforilagdo ativa a enzima colesterol
esterase, que disponibiliza mais lipideos no citoplasma (CAFFREY et al., 1979;
TRZECIAK; BOYD, 1974). Todo esse processo resulta em mais colesterol disponivel
para sintese de P4, somado aquele ja disponibilizado por meio do LDL e HDL. Devido
a sua natureza hidrofébica, o colesterol, substrato necessario para a producdo de P4, ndo
pode se difundir livremente no citosol da célula e alcancar a mitocndria, sendo
necessario ligar-se as proteinas transportadoras para que esse processo ocorra
(STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007).

Trés proteinas sdo esséncias para o transporte de colesterol da membrana
mitocondrial externa para a membrana interna, sdo elas: a proteina reguladora aguda
esteroidogénica (StAR), receptor de benzodiazepinicos periférico (PBR) e endozepina,
o ligante natural da PBR (NISWENDER, 2002). A proteina StAR se liga ao colesterol
no citosol da célula e o transporta até a membrana mitocondrial externa, onde se
encontra 0 PBR (STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007), que se encarrega do
transporte de colesterol da membrana mitocondrial externa para membrana mitocondrial
interna, funcionando como um poro, facilitando o transporte entre as membranas
(CULTY et al, 1999). A endozepina esta envolvida na fosforilagdo da PKA,
ocasionando maior o transporte de colesterol pela proteina StAR, e por meio da sua
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ligacdo com PBR, regulando o transporte de colesterol para a membrana mitocondrial

interna, contribuindo de forma significativa na esteroidogénese (NISWENDER, 2002).

Uma vez transportado para a membrana mitocondrial interna, o colesterol é
convertido em pregnenolona, catalisado pela clivagem da sua cadeia lateral, promovida
pela enzima P450 (P450scc), e posteriormente, no reticulo endoplasmatico liso (SER),
¢ convertida em progesterona (P4), por meio da enzima 3B-hidroxiesterdide
desidrogenase (33-HSD) (CHRISTENSON; DEVOTO, 2003).

2.3.4 Lutedlise

A lutedlise ou regressdo do corpo lateo, ocorre em duas etapas, a primeira €
definida como (lutedlise funcional) devido a reducéo na concentracdao plasmatica de P4
até se encontrar menor que 1ng/ml (GINTHER; HANNAN; BEG, 2011), seguida pela
(lutedlise estrutural), quando ocorre apoptose das células luteas, redugdo no tamanho e
peso do CL, bem como substituicdo do tecido vascular por tecido conjuntivo e fibras de
colageno (STOCCO; TELLERIA; GIBORI, 2007).

Com base em coletas de sangue realizadas de hora em hora, constatou-se por meio
de concentragdes plasmaticas de P4, que o periodo luteolitico na égua é de
aproximadamente 23 horas (GINTHER; HANNAN; BEG, 2011). A lutedlise pode ser
fisioldgica, quando ocorre falha na concepcdo ou reconhecimento materno da gestacao,
ocorrendo sintese e liberacdo prostaglandina F2a (PGF2a) do endométrio, atingindo
concentra¢do maxima entre os dias 10 e 14 do ciclo estral (D0=Ovula¢do) (DOUGLAS;
GINTHER, 1976), ou pode ser induzida, através da administracdo de drogas luteoliticas
(COFFMAN; PINTO, 2016; DOUGLAS; GINTHER, 1972).

As prostaglandinas sdo membros de uma grande familia de compostos enddgenos,
os eicosanoides, e derivados de &cidos graxos oxigenados e insaturados que apresentam
20 atomos de carbono. Exercem diversas atividades bioldgicas nos tecidos e células,
estando relacionadas a fungdo reprodutora, controle da pressdo sanguinea, processos
inflamatdrios, fluxo sanguineo regional, funcdo da musculatura lisa e atividade neuronal
dentre outras (PALERMO-NETO; ARRUDA; MADUREIRA, 2011). A primeira etapa
para a biossintese de PGF2a € a clivagem do acido araquiddnico presente da membrana
fosfolipidica pela enzima fosfolipase A2 (COFFMAN; PINTO, 2016; MATSUOKA;
NARUMIYA, 2007). A segunda etapa é pela acdo das enzimas clicoxigenases 1 e 2
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(COX-1 e COX-2), que irdo realizar a conversdo do acido araquidonico e desencadear a
sintese de prostaglandinas (COFFMAN; PINTO, 2016; YU et al., 2008).

A sensibilidade maior do CL de equinos que o de bovinos, pode ser explicada em
parte devido a taxa de metabolizacdo da droga ser 5 vezes mais lenta e a meia vida e o
tempo de distribuicdo serem 3 vezes maiores do que bovinos (SHRESTHA et al., 2012).
Em um estudo realizado por (KIMBALL; WYNGARDEN, 1977), demonstrou que as
células luteas equinas tem 5 vezes mais afinidade pela PGF2a do que as células luteas
bovinas, e 13 vezes mais que as ovinas. Estes estudos demonstram que uma série de
fatores estdo envolvidos na maior sensibilidade do CL equinos em relacdo a outras

espécies.

O efeito da administracdo de PGF2a sobre a regressdo do CL e sintese de P4
depende da idade dessa glandula, do andlogo da droga luteolitica e sua posologia, dentre
outros. A utilizacdo de 10 mg de dinoprost trometamina (Lutalyse) no dia 3 apods a
ovulacéo, resultou em na lutedlise e reduziu o intervalo interovulatério (101) em éguas,
mesmo com um aumento transitério de P4 trés dias ap6s a administracdo da droga
(BERGFELT; PIERSON; GINTHER, 2006). A administracdo de duas doses de 0,5 mg
de Lutalyse, com intervalo de 24 horas, sete dias apds a ovulacdo, resultou em lutedlise
em todas as éguas, sendo esse tratamento tdo efetivo quanto a administracdo de uma
Unica dose de 10 mg, minimizando os efeitos colaterais causados pela droga (IRVINE et
al., 2002).

Ao estudar o efeito de uma unica dose (0,075 mg) de Cloprostenol em jumentas
da raca Martina Franca, nos dias 3, 5, 7 e 9 apds a ovulacdo, (CARLUCCIO et al.,
2006, 2008) observaram que 95,5% a 100% dos animais apresentaram lute6lise
completa. (PANZANI et al., 2018) ao utilizarem 3 mg de alfaprostol, outro analogo de
PGF2a, nos dias 3 e 6 p6s ovulacdo em jumentas, observaram que a lutedlise total

ocorreu em 1/6 (16,6%) e 6/6 (100%) dos animais respectivamente.

As prostaglandinas exercem suas func¢des de acordo com o tipo de receptor que se
ligam. Apds se ligar a seus receptores (PTGFR) presentes nas células endoteliais e nas
células luteas grandes e pequenas, desencadeiam uma série de alteragdes que levam a
ocorréncia da lutetlise (MEIDAN et al., 2017). Para que a PGF2a exerca seu efeito

luteolitico, é necessario que o estagio de desenvolvimento do CL seja responsivo a ela.
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Em asininos e equinos o CL se torna responsivel 3° e 4° dia apés a ovulacdo
(BERGFELT; PIERSON; GINTHER, 2006; CARLUCCIO et al., 2006, 2008).

A concentragcdo plasmética de P4 é reduzida antes da apoptose da células
esteroidogénicas (BRADEN; GAMBONI; NISWENDER, 1988; JUENGEL et al.,
1993), demonstrando que essas células ndo participam desse processo luteolitico inicial,
e que a PGF2a exerce outros efeitos locais diminuindo diretamente a concentragdo
desse horménio (HUGHES; PATE, 2018). Acredita-se que a 0 agente luteolitico exerca
efeitos regulando o fluxo sanguineo, diminuindo a oferta de nutrientes, oxigénio e
substrato para a producdo de P4, e também reduzindo a capacidade esteroidogénica das
celulas luteas (NISWENDER et al., 2000).

Em vacas e jumentas apds administracdo de PGF2a exdgena ocorre uma aumento
no fluxo sanguineo do CL que persistiu por 2 e 3 horas respectivamente (ACOSTA et
al., 2002; MIRO et al., 2015). Esse aumento na vascularizacdo é mediado pelo ON
(SHIRASUNA et al., 2008), que é produzido pelas células endoteliais ap6s estimulagédo
pela PGF2a. O ON é um potente vasodilatador, que estimula a migracdo de células de
defesa (leucdcitos, macrofagos, linfécitos T) e citocinas (IL-8, TNFea, INF-y)
(ADASHI, 1990; SHIRASUNA et al., 2012), provocando um processo inflamatério e

desencadeando a cacasta luteolitica.

Apo6s 0 aumento do fluxo sanguineo, ocorre uma vasoconstricdo promovida pela
EDN1, Ang Il e ANGPT2, produzidas nas células endoteliais do CL (MEIDAN et al.,
2017; MIYAMOTO; SHIRASUNA, 2009), limitando o fornecimento de oxigénio e
nutrientes para as células luteas. Apos administracdo exogena de PGF2o reduziu a
expressao de um importante fator mitogénico (VEGF) nas células endoteliais de
bovinos e equinos (AL-ZI’ABI; WATSON; FRASER, 2003; NEUVIANS; BERISHA,
SCHAMS, 2004), sendo as células endoteliais as primeiras a sofrer apoptose
(SAWYER et al., 1990).

A PGF2a atua na regulacéo da esteroidogénese Iutea por meio da sua ligagdo com
receptores especificos na membrana das células luteinicas grandes, estimulando a acao
da proteinoquinase C (PKC), que atua de diversas maneiras: downregulation nos
receptores de LH, diminuigdo na captacdo e no transporte de colesterol atraves da célula

e/ou atraves das membranas mitocondriais, e diminui¢do da atividade das enzimas
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esteroidogenicas fundamentais para biosintesse de P4 (NISWENDER, 2002;
NISWENDER et al., 2000; PALERMO-NETO; ARRUDA; MADUREIRA, 2011).

2.4 Ultrassonografia na avaliagdo da funcionalidade do corpo luteo

Apesar da ultrassonografia modo B ter sido usada por muito tempo para avalia¢éo
do CL (KASTELIC; PIERSON; GINTHER, 1990; RIBADU; WARD; DOBSON,
1994), varios estudos demostraram que a ultrassonografia Doppler é mais precisa nessa
avaliacdo (HERZOG et al., 2010), uma vez que o fluxo sanguineo esta diretamente
relacionado com a concentracao plasmatica de P4 (BOLLWEIN et al., 2002; GINTHER
et al., 2007), ocorrendo uma regressao funcional do CL antes da estrutural (ACOSTA et
al., 2002).

A ultrassonografia Doppler é a Unica técnica atualmente disponivel por meio da
qual é possivel realizar estudos in vivo e de forma ndo invasiva sobre a hemodindmica
do sistema reprodutivo concomitante com o acompanhamento do desenvolvimento, da
manutencdo e da regressdo do CL (FERREIRA, 2013). Baseia-se nas frequéncias de
deslocamento Doppler, em que a frequéncia de ecos de células vermelhas (hemacias)
em movimento é aumentada ou diminuida a medida que essas células se movem em
direcdo ao transdutor ou se afastam dele (GINTHER; UTT, 2004).

O modo Power Doppler permite a avaliacdo de vasos com pequeno didmetro ou
baixo fluxo, aumentando sensibilidade para exibir o fluxo sanguineo dentro do tecido
mole de 3 a 5 vezes quando comparado ao Color Doppler convencional (AMSO et al.,
2001; GINTHER; UTT, 2004; MIYAZAKI et al., 1998). Independentemente da direcédo
do fluxo sanguineo, 0 modo Doppler produz uma imagem graduada cor Unica sobre a
imagem em modo B, onde a intensidade da cor varia de acordo com a poténcia emitida
pelo sinal doppler (GINTHER; UTT, 2004), sendo que a poténcia refere-se ao niUmero
de substancias refletoras (hemacias) a uma determinada velocidade (YORK; KIM,
1999).
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3. HIPOTESE

Os dois agentes luteoliticos (dinoprost e cloprostenol) sdo eficazes na promogéo da
lutedlise em jumentas podendo apresentar diferencas nas caracteristicas
ultrassonograficas do corpo lGteo e na manifestacdo dos efeitos colaterais em

resposta a administracéo dos analogos da prostaglandina F2o (PGF2a).

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos Gerais

e Auvaliar a resposta da administracdo intramuscular de cloprostenol sodico e
dinoprost trometamina na inducéo lute6lise em jumentas nordestinas
e Determinar qual a melhor farmaco para induzir a lutedlise em jumentas

nordestinas minimizando seus efeitos colaterais

4.2 Objetivos Especificos

e Mensurar o tamanho do corpo luteo e fluxo sanguineo por meio exame
ultrassonografico modo B e modo Doppler

e Avaliar os efeitos adversos das drogas luteoliticas sobre 0 comportamento dos
animais

e Avaliar diferenca no tempo de redugdo no tamanho do corpo liteo e no fluxo

sanguineo apos a administracdo das diferentes drogas
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o fluxo sanguineo luteal e os efeitos colaterais
em jumentas ap6s administracdo de dois agentes luteoliticos. Cinco dias apo6s a
ovulacdo, oito fémeas asininas foram randomizadas em crossover design, em dois
grupos experimentais. No grupo 1 (Gl) foi utilizado Dinoprost Trometamina, e no grupo
2 (G2) Cloprostenol sodico. Foram realizados exames ultrassonograficos modo B e
modo Doppler 15 minutos antes (-15) da administracdo dos analogos da PGF2a, e nos
tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos e 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12 e 24 horas pos-aplicacdo. Ja 0s
efeitos colaterais foram observados nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos pos-
administragdo dos agentes luteoliticos. O fluxo sanguineo e a area do corpo lGteo
reduziram gradativamente durante as primeiras 24 horas em ambos os grupos. Em
relagdo a observacdo dos efeitos colaterai, a aplicacdo de Dinoprost Trometamina

provocou um maior grau de sudorese, enquanto que, apos aplicacdo de Cloprostenol


http://www.scielo.br/revistas/abmvz/pinstruc.htm
mailto:felipeerison@hotmail.com

32
33
34
35
36

37

38

39

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

54
55

56

57

58

59

60

44

Sodico, maior desconforto abdominal e diarreia foram observados como efeitos
colaterais. Conclui-se que ambos o0s tratamentos (dinoprost e cloprostenol) s&o
eficientes na promog&o da lutedlise, entretanto os efeitos colaterais diferem em resposta
a administracdo de cada ativo. Novos estudos se fazem necessarios, com reducdo das

doses luteoliticas efetivas visando minimizar os efeitos colaterais observados.

Palavras-chave: asininos, corpo luteo, ultrassonografia Doppler, prostaglandinas.

ABSTRACT

The aim of the study was to evaluate the blood flow and side effect in jennies after
treatment with two luteolytic drugs. Five days after ovulation, eight jennies included
were randomized in crossover design into two experimental groups. In group 1 (Gl)
Dinoprost Tromethamine was used, and in group 2 (G2) Cloprostenol sodium. Mode B
and Doppler ultrasound examinations were performed 15 minutes before (-15)
administration of PGF2a, and at times 0, 15, 30, 45 and 60 minutes and 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 12 and 24 hours after application. Side effects were observed at 0, 15, 30, 45 and 60
minutes after luteolytic agents administration. Blood flow and corpus luteum area
decreased gradually during the first 24 hours in both groups. Regarding the observation
of side effects, G1 presented major score of sweating, while in G2, greater abdominal
discomfort and diarrhea was evidenced as a major side effect. It is concluded that both
treatments (dinoprost and cloprostenol) are efficient in promoting luteolysis, however
side effects differ between each active. Further studies are needed to determine whether

low doses may be effective in inducing luteolysis to minimize side effects.

Keywords: jennies, corpus luteum, Doppler ultrasonography, progesterone,

prostaglandins.
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1. Introducéo

O corpo lateo (CL) é uma glandula endocrina e temporaria responsavel pela
producdo de progesterona (P4) (NISWENDER et al., 2000), horménio responsavel por
determinar comprimento do ciclo estral. Sua capacidade esteroidogénica esta
diretamente relacionada com a sua vascularizagdo (GINTHER et al., 2007;
MIYAMOTO et al., 2005), podendo ser afetada pela prostaglandina F2o (PGF2a)
enddgena apos falha na concepcdo ou reconhecimento materno da gestacdo, sendo
liberada pelo endométrio entre os dias 13 a 16 do ciclo estral (CRACKEN; CUSTER,;
LAMSA, 1999; DOUGLAS; DEL CAMPO; GINTHER, 1976; GINTHER, 2009;
WEEMS; WEEMS; RANDEL, 2006) ou por meio da sua administracdo exogena ou de
seus analogos (CUERVO-ARANGO; NEWCOMBE, 2012; DOUGLAS; GINTHER,
1973; IRVINE et al., 2002; KUHL et al., 2016).

A utilizacdo de uma Unica aplicacdo de diferentes agentes luteoliticos em asininos
tem sido relatado com sucesso na promocdo da lutedlise (CARLUCCIO et al., 2006;
MIRO et al., 2015; PANZANI et al., 2018), utilizando sempre as mesmas doses
recomendadas para equinos. No entanto, ndo existem estudos avaliando os efeitos
colaterais da PGF2a e seus analogos, bem como da menor dose luteolitica efetiva em
jumentas, deixando lacunas a serem preenchidas na compreensdo do mecanismo
luteolitico em relacdo as reacBes adversas de curto prazo provocadas pelos agentes

indutores sobre a fisiologia desses animais.

Na manipulacdo do ciclo estral de éguas, apos aplicagdo de PGF2a, 20 a 40% dos
animais apresentam reacOes adversas (COFFMAN; PINTO, 2016; NELSON, 1976),
sendo relatados efeitos colaterais como sudorese, aumento na temperatura da pele,
queda na temperatura retal, comportamento agitado, taquicardia, diarreia e desconforto
abdominal, ocorrendo logo ap6s aplicacdo e sdo de curta duracdo (ALLEN; STEWART,
1974; KUHL et al., 2016; MILLER; LAUDERDALE; GENG, 1976; NELSON, 1976),
sendo que a manifestacéo e duracdo dessas reac6es podem variar entre 0s animais e sdo
doses dependentes (ALLEN; STEWART, 1974; COFFMAN; PINTO, 2016; IRVINE et
al., 2002; NELSON, 1976).

Apos a inducdo da lutedlise, é importante monitorar a regressao do CL nos
animais, e nesse contexto, a ultrassonografia Doppler tem mostrado ser uma ferramenta

fundamental para avaliar o status funcional do CL, uma vez que o fluxo sanguineo esta
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diretamente relacionado com niveis séricos de progesterona (P4) em éguas (GINTHER
et al., 2007), jumentas (MIRO et al., 2015) e vacas (ACOSTA et al., 2002), sendo um
método ndo invasivo, acessivel e preciso no diagndstico e no monitoramento de eventos
reprodutivos coordenados pelo CL (BOLLWEIN et al., 2002; BOLLWEIN;
HEPPELMANN, 2016; GINTHER, 2014; GINTHER; UTT, 2004).

Existem poucas pesquisas sobre lutedlise em jumentas (MIRO et al., 2015;
PANZANI et al., 2018), e para conhecimento dos autores, ndo existe nenhum estudo
comparando diferentes agentes luteoliticos em relagdo aos efeitos colaterais provocados
por eles sobre a fisiologia das jumentas e com o fluxo sanguineo e morfologia do CL
relacionado a concentracdo plasmatica de P4. Portanto, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar os efeitos colaterais provocados em jumentas e as alteragcdes na morfologia e
no fluxo sanguineo do corpo liteo apds aplicacdo de uma Unica dose de dinoprost e

cloprostenol no 5° dia pds-ovulacao.

2. Material e Métodos

Os aspectos éticos desse experimento foram avaliados e aprovados pela Comisséao
de Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) — Campus de Botucatu, Sdo Paulo, sob protocolo CEUA 0028/2019.

O estudo foi realizado entre o marco e abril de 2019, os animais ficaram alojados
no Departamento de Reproducdo Animal e Radiologia Veterinaria, FMVZ - Unesp,
campus de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, localizado a 22°53°09” de latitude Sul,
48°26°42” de longitude Oeste, estando a 840 metros de altitude e possui clima

subtropical imido.

2.1 Animais e delineamento experimental

Foram utilizadas 8 jumentas da raca Nordestina, com idade média entre 7 e 9
anos, peso entre 95 e 116 Kg, altura de cernelha entre 95,5 e 113 cm (105.8+ 5.2 cm).
Os animais foram mantidos em piquetes de 200 m? e alimentados com feno de tifton

(Cynodon spp) ad libitum.

Inicialmente o ciclo estral dos animais foi avaliado diariamente por exame
ultrassonografico modo B até a deteccdo de uma ovulagédo (DO) através do equipamento
(MyLab Five VET; Esaote, Genoa, Italia), equipado com uma sonda linear transretal de
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7,5 MHz (Modo B) e 5 MHz (Modo Doppler). Cinco diasb(D5) ap6s a ovulacao ter
sido constatada as jumentas foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos em

crossover design:

Grupo 1 (G1) — aplicacdo de 5 mg (ImL/IM) de Dinoprost trometamina
(Lutalyse®, Zoetis Satide animal. S&o Paulo — SP — Brasil).

Grupo 1 (G2) — aplicacdo de 0,250 mg (ImL/IM) de Cloprostenol sddico
(Sincrocio®, Ourofino Satde Animal. Cravinhos - SP - Brasil).

Trinta dias antes do inicio do experimento os animais foram submetidos a um
periodo de adaptacdo em relacdo ao manejo de palpacGes retais e exames
ultrassonograficos a cada 48 horas para minimizar os efeitos relacionados ao estresse

comportamental.

A avaliacdo da area total e do fluxo sanguineo do corpo lateo foi realizada por
ultrassonografia modo B e Doppler respectivamente, utilizando um setup pré-
programado pelo equipamento. Apds a identificagdo do maior didmetro do CL sem
presenca de artefatos a imagem era congelada e as dimensbGes do CL (area) eram

efetuadas através da média das duas maiores medidas horizontal e vertical.

Apdbs mensuracdo da area do corpo lateo, 0 modo Power Doppler foi ativado para
0 escaneamento e mapeamento do fluxo sanguineo do corpo Iuteo. Com o objetivo de
minimizar as variacdes nas analises, foi padronizado a utilizacdo de um preset fixo no
sistema de controle do Power Doppler (profundidade: 6 cm, persisténcia 4, Acoustic
Power: 58%, densidade: High, Pulse Repetition Frequency: 0.8 KHz). Os
escaneamentos do corpo lateo tiveram duracdo de 1 a 2 minutos e os videos foram

salvos no aparelho para posterior analise.

As avaliagcOes foram realizadas 15 minutos antes da administracdo dos analogos
da PGF2a, e nos tempos 0, 30 e 60 minutos e 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12 e 24 horas ap6s
aplicacdo. Os mesmos momentos foram utilizados para coleta de sangue para dosagem
da progesterona sérica, a qual foi dosada também 48, 72 e 96 horas apds a aplicacdo. Ja
os efeitos colaterais foram observados nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos pos-

administracdo dos agentes luteoliticos.
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2.2 Analise das imagens

Inicialmente para avaliar a area total do corpo luteo foi selecionada uma imagem
com o maior didmetro do CL, e a média obtida a partir das mensuracgdes realizadas pelo
sistema de medicdo do aparelho ultrassonogréafico nos sentidos vertical e horizontal
(Figura 1A) determinou sua area (cm?). A vascularizacio litea foi determinada apés
uma imagem sem a presenca de artefatos ser selecionada no momento que o CL
apresentava maior perfusdo vascular (sistole), sendo digitalizada para o software Adobe
Photoshop (versdo 2014.2.1) onde foram selecionadas as regides que apresentavam
fluxo sanguineo (Figura 1B) e, por meio do software ImageJ ® - National Institutes of
Health, foi obtido o HEC para quantificacdo do namero total de pixels, disponivel pela

variavel Count (Figura 1C).

Posteriormente o numero total de pixels foi transformado em porcentagem (0-
100%) por meio de uma formula matematica pré-estabelicida no software excell, onde o
tempo -15 minutos antes da administracdo dos anélogos da PGF2a foi definido como

momento em que o CL apresentava maior perfusdo vascular (100%).

¢ Histogram cf U3 - u X
00x240 pixels;RGB; 281K Q
d. ®
00
0 Intesity (unweightad, 255 -
Count 288738 Min: 48
Mezn: 25°.821 Max. 255
StdDev: 21.642 Mode: 255 (290898)
B o
iList{ Copy | Log | Live | RCB c

Figura. 1. Imagens e histograma representativo das avaliacdes efetuadas. (A) Area total
do corpo lateo. (B) Regido de maior perfusdo vascular. (C) Quantificacdo do numero
pixels.

2.3 Efeitos colaterais das drogas

Para avaliar os efeitos colaterais do Dinoprost Trometamina e Cloprostenol

Sédico foram determinados os seguintes escores para os diferentes parametros:

Sudorese: observada nas regides da base da orelha, peitoral, pesco¢o, escépula, dorso e

flanco.

(0) Auséncia de sudorese
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(1) Leve sudorese em apenas uma regido do corpo
(2) Moderada sudorese em duas ou trés regies do corpo
(3) Intensa em mais de quatro regides do corpo

Desconforto abdominal:

(0) Auséncia de desconforto abdominal

(1) Leve desconforto animal quando o animal olhava para o flanco (esquerdo e direito)
com auséncia de contracdes abdominais

(2) Moderado desconforto abdominal quando o animal olhava constantemente para o
flanco (esquerdo e direito) com contragdes abdominais suaves e movimentos de cavar o
ch&o com as patas

(3) Intenso desconforto abdominal quando o animal apresentava inquietacdo,
movimentos de cavar o chdo com as patas e olhava constantemente para o flanco

(esquerdo e direito) com contragcdes abdominais severas (mimica de micgao sem urinar)
Diarreia:

(0) Auséncia de diarreia
(1) Leve quando o animal eliminava fezes bem formadas (sibalas)
(2) Moderada quando o animal eliminava constantemente fezes pastosas e ndo formadas

(3) Intensa quando eliminava fezes aquosas em padr@es de jatos

2.4. Andlise estatistica

As distribuicGes de homogeneidade e normalidade foram testadas utilizando o test
de Levene e Shapiro Wilk, respectivamente. As comparacGes da area do corpo luteo,
fluxo sanguineo (nimero de pixels e porcentagem) foram realizadas utilizando uma
analise de medidas repetidas no tempo com 0 PROC MIXED do pacote SAS versao 9.4.
O momento (M), tratamento (T) e a sua interacdo (M:T) foram estabelecidos como
efeitos fixos. Comparacbes com efeitos do fator ou interagfes foram ajustadas com o
test de TUKEY-KRAMER. A melhor matriz foi estimada empregando o critério de
informacdo AKAIKE, onde o valor menor € o melhor. Diferenca estatistica significativa
foi considerada quando p <0.05; tendéncia quando p > 0.05 < 0.1. Os dados s&o

apresentados como media + SEM.
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As variaveis sudorese, desconforto abdominal e diarreia foram analisadas
empregando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon e Man Withney quando tratou-se de
comparagOes entre 0 mesmo grupo e entre os diferentes grupos, respectivamente. Os
resultados sdo mostrados como mediana (limite superior e inferior) Diferenca estatistica

significativa foi considerada quando p < 0.05.

3. Resultados

As duas drogas estudadas Dinoprost e Cloprostenol foram eficazes na promocao
da lutedlise a regressdo da area total e perfusdo vascular do corpo lateo (CL) 24 horas
apos o inicio do tratamento. Foi observado um aumento no fluxo sanguineo do CL 60
minutos apoOs aplicacdo da droga (hora 0) no grupo tratado com Cloprostenol,
persistindo até a hora 5, com reducdo progressiva nos momentos posteriores. Ja no
grupo tratado com Dinoprost, um aumento na perfuséo vascular ocorreu 60 minutos pos
aplicacdo e persistiu até a hora 3, sendo reduzida nos momentos seguintes. Nas horas 8,
12 e 24 pos tratamento, a perfusdo sanguinea foi reduzida para (40,5%), (24,5%) e
(9,8%) no grupo tratado com Dinoprost, enquanto que no grupo tratado com
Cloprostenol foi para (52,5%), (27,8%) e (10,1%) respectivamente, quando comparados

ao momento anterior a administracdo das drogas, onde o fluxo era de 100%. (Figura 2).
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Figura 2: Valores médios e SEM da perfusdo vascular do corpo lateo (CL) nos grupos
Dinoprost e Cloprostenol, avaliados 15 minutos antes até 24 horas ap6s administracéo
dos farmacos, () indica a hora do tratamento (hora 0). As diferencas estatisticas
(p<0,05) entre os grupos no mesmo momento foram destacadas por (*), enquanto que
nos minutos -15 a 60 observou-se tendéncia (p > 0.05 e < 0.1) representada por (**). As
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os momentos dentro de um mesmo grupo foram
destacadas por (#).

O Dinoprost e o Cloprostenol promoveram reducdo na area total do corpo luteo
(CL) 24 horas pos aplicacdo. No momento 60 minutos pds tratamento a area do CL
comega a regredir progressivamente independente do tratamento, apresentando
diferenca estatistica na hora 7 pds aplicacdo, onde o grupo tratado com dinoprost a area
do CL é de 1,7 cm?, e no grupo tratado com cloprostenol, 1,8 cm?. Entre as horas 8 e 12
ndo foi observada diferencgas estatistica, enquanto que na hora 24 poés-tratamento, o
grupo tratado com dinoprost apresentou 4rea do CL de 1,3 cm? e no grupo tratado com

cloprostenol, de 1,2 cm?.(Figura 3).
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Figura 3: Valores médios e SEM da éarea total do corpo lateo (CL) nos grupos

Dinoprost e Cloprostenol, avaliados 15 minutos antes até 24 horas ap6s administragdo

das drogas luteoliticas, momento representado pela seta (1) indicando a hora dos

tratamentos (hora 0). As diferencas estatisticas (p<0,05) entre 0s grupos no mesmo

momento foram destacadas por (*)

Na avaliacdo dos efeitos colaterais das drogas luteoliticas, o grupo tratado com

Cloprostenol apresentou maior desconforto abdominal e maior grau de diarreia,

enquanto o grupo tratado com Dinoprost apresentou maior grau de sudorese (Figura 4).
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SUDORESE DESCONFORTO ABDOMINAL DIARREIA
a a
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Figura 4: Mediana (limite superior e inferior) de sudorese, desconforto abdominal e diarreia das jumentas
tratadas com Dinoprost (n=8; barras brancas) e Cloprostenol (n=8; barras cinzas). Letras diferentes (* " ©
% indicam diferencas estatisticas entre os momentos dentro de um mesmo grupo. Letras maidsculas (
indicam diferencas estatisticas entre os momentos nos diferentes grupos.

A,B)

4. Discussao

A prostaglandina F2a (PGF2a) ¢ amplamente utilizada na reproducéo de grandes
animais, sendo a principal droga utilizada na manipulacdo farmacolégica do ciclo estral
de éguas (COFFMAN; PINTO, 2016) e jumentas (CARLUCCIO et al., 2008; MIRO et
al., 2015; PANZANI et al., 2018), promovendo a lutedlise e consequentemente menor
intervalo interovulatério (DOUGLAS; GINTHER, 1972). No presente estudo, o
aumento pronunciado no fluxo sanguineo do corpo lateo (CL) dos animais tratados
tanto com Dinoprost quanto Cloprostenol no 5° dia pos-ovulacao, foi similar ao relatado
por outros autores em bovinos e asininos (ACOSTA et al., 2002; MIRO et al., 2015).
No grupo tratado com Dinoprost, a perfusdo vascular do CL permaneceu aumentada até

a hora 3 pos-aplicacdo(Fig. 5), sendo comparavel ao relatado na literatura, ao utilizar o
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mesmo agente luteolitico em jumentas da raca catala (MIRO et al., 2015). No entanto,
no grupo tratado com Cloprostenol, o fluxo sanguineo permaneceu aumentado até a
hora 5 pos-aplicacdo (Fig. 6). Essa persisténcia na vascularizagdo, pode ser devido a
uma menor sensibilidade das células luteas grandes de asininos ao cloprostenol,

retardando a reducéo no fluxo sanguineo.

Figura 5: Imagens representativas do fluxo sanguineo luteal avaliadas por ultrassonografia Doppler antes
(0 h)edepois(1 h,2h,3h,4h,5h,8h,12he 24 h) daadministracdo de Dinoprost.

Figura 6: Imagens representativas do fluxo sanguineo luteal avaliadas por ultrassonografia Doppler antes
(0 h)edepois(1h,2h,3h,4h,5h,8h, 12 he 24 h) daadministracdo de Cloprostenol.
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Em relacdo ao tamanho do CL, tanto os grupos tratados com Cloprostenol e
Dinoprost responderam de forma semelhante & droga, ocorrendo uma reducédo
progressiva na area do CL a partir de 60 minutos até a hora 24 pos-tratamento.
Resultados semelhantes foram encontrados em jumentas, onde se observou regressdo na
area do CL e nas contracGes plasmaticas de P4 60 minutos pds-administracdo do agente
luteolitico (MIRO et al., 2015). Em bovinos, a area do CL permanece inalterada até a
hora 8 pos-aplicacdo da PGF2a, enquanto que a progesterona (P4) comega a decrescer
apos 30 minutos, demonstrando que a lute6lise funcional acontece antes que a estrutural
nessa espécie. O inicio da luteolise estrutural 60 minutos apds a aplicacdo da droga
luteolitica independente do grupo tratado (Cloprostenol ou Dinoprost) em asininos,
pode ser devido a menor capacidade em resistir a degradacéo tecidual das células luteas,

guando comparado aos bovinos.

No presente estudo, no grupo tratado com Dinoprost, foi observado graus mais
intensos de sudorese, quando comparado ao grupo tratado com Cloprostenol. A
sudorese € um mecanismo termoregulatério regulada por varios fatores como oxido
nitrico e protaglandinas, que irdo promover uma vasodilatacdo cutanea
(CHARKOUDIAN, 2010; MCCORD; CRACOWSKI; MINSON, 2006). A ocorréncia
da sudorese mais pronunciada no grupo tratado com Dinoprost pode ter acontecido
devido a maior estimulo na liberacdo de substancias vasoativas, quando comparada ao
Cloprostenol, e em equinos, a sudorese ser mostrou ser dose dependente (IRVINE et al.,
2002; MILLER; LAUDERDALE; GENG, 1976).

Neste estudo, o grupo tratado com Cloprostenol apresentou maior grau de
desconforto abdominal e diarreia, enquanto o grupo tratado com dinoprost apresentou
maior grau de sudorese. Em relacdo a diarreia, relatos similares em equinos sao
encontrados na literatura, onde apo6s aplicacdo de PGF2a, 50 a 64% das éguas
apresentam quadros diarreia (ALCANTARA; BOETA; PORRAS, 2005; KUHL et al.,
2016), sendo esses efeitos purgativos das prostaglandinas também relatados em
humanos (HORTON; MAIN, 1963; HORTON; SQUARE, 1968; SMITH; MASON,
1974), e sdo provocados provavelmente por acdo direta nos musculos lisos intestinais
(BENNETT; FLESHLER, 1970; HEDQVIST, 1977, WALLER, 1973). A PGF2a
parece exercer ainda efeito indireto sobre a motilidade gastrintestinal estimulando a
liberacdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) e cortisol, provocando

mudangas na consisténcia fecal, uma vez que CRH retarda o esvaziamento gastrico, mas
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acelera o transito no célon (KUHL et al., 2016; TACHE; KIANK; STENGEL, 2009). Ja
em relacdo ao desconforto abdominal, efeitos semelhantes também relatados em
equinos apds aplicagdo de PGF20, ocorrendo devido a hipermotilidade intestinal
(COFFMAN; PINTO, 2016).

Neste estudo, devido a modificagdes na molécula de PGF2a que aumentam
afinidade pelos receptores das células luteas (KUHL et al., 2016), acreditava-se que o
efeitos colaterais provocado pelo cloprostenol fossem menos evidentes, quando
comparados aos provocados dinoprost. No entanto, ambos 0s grupos (dinoprost e
cloprostenol) provocaram reacdes adversas em todos 0s animais, nos levando a acreditar
que dose utilizada para éguas, € muito alta para ser usada em jumentas da raca

nordestina, uma vez que todos 0s animais apresentaram alguma reacéo adversa.

Devido a semelhanca dos asininos com a espécie equina, que possui maior
sensibilidade a PGF2a devido a uma metabolizagdo mais lenta da droga, maior meia
vida e distribuicdo nos tecido comparado aos bovinos (SHRESTHA et al., 2012), pode
ser que esses fatores associados ao menor porte e peso corporal das jumentas, podem ter
potencializado a acdo dos agente luteolitcos nesses animais, tornando os efeitos

colaterais muito mais evidentes.

5. Conclusotes

Com base nos achados ultrassogréaficos, conclui-se que tanto o Dinoprost quanto o
Cloprostenol séo efetivos na inducdo da lutedlise em jumentas nordestinas. Ambos 0s
agentes luteoliticos causaram reagdes adversas sobre comportamento animal, sendo que
o Dinoprost provocou maior sudorese, e o Cloprostenol maior desconforto abdominal e
diarreia. Ambos os tratamentos (dinoprost e cloprostenol) provocaram diarreia nos
animais. Novos estudos sdo necessarios para ajustar a menor dose luteolitica efetiva em

jumentas nordestinas, minimizando seus efeitos colaterais.
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