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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Zootecnia
Universidade do Estado de Santa Catarina

RESPOSTA A DIFERENTES FORMAS SINTETICAS DE GnRH NA

ESPECIE OVINA
AUTOR: RAQUEL GRANDE PEREIRA
ORIENTADOR: ROGERIO FERREIRA

Chapeco, 01 de agosto de 2017

O GnRH ¢ um neuro-hormoénio hipotaldmico que induz a producao de FSH e produgao
e liberagdo de LH pela hipéfise anterior. Ha formas sintéticas de GnRH que sdo
semelhantes a molécula enddégena, como a gonadorelina, e formas que possuem
pequenas modificagdes na sua estrutura molecular (ex: buserelina, lecirelina e
deslorelina). Na espécie ovina, hd inimeros trabalhos descritos que utilizam sintéticos
de GnRH com o intuito de melhorar a resposta reprodutiva. Entretanto, essas formas
sintéticassdo utilizadas de maneira completamente empirica, pois ndo ha formulas
licenciadas que indiquem o uso em ovinos. Além disso, ndo se sabe o seu potencial de
acao hipofisiario na espécie ovina. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de
diferentes doses e formas sintéticas de GnRH em induzir a liberacdo de LH em ovinos.
Quarenta ovelhas foram alocadas aleatoriamente em oito tratamentos, de acordo com a
forma sintética de GnRH: lecirelina (12,5 ou 25 pg), gonadorelina (50 ou 100 pg),
buserelina (4,2 ou 8,4 ug) e deslorelina (375 ou 750 pg). Todas as ovelhas receberam
um dispositivo intravaginal de acetato de medroxiprogesterona (MAP; 60 mg) durante 7
dias. Uma dose de PGF2a (0,125 mg cloprostenol) foi administrada no dia 5 e o
agonista de GnRH foi administrado no dia 7. A liberagdo de LH foi avaliada até 6 horas
ap6s a administragdo do GnRH. As doses maiores de gonadorelina (100 pg) e
buserelina (8,4 pg) induziram a um maior pico de LH as duas horas, comparadas as
doses menores (50 e 4,2 ng, respectivamente, para gonadorelina e buserelina, P <0,05).
No entanto, para os outros agonistas, a amplitude do pico de LH ndo foi afetada pela
dose (P> 0,05). A liberacdo total de LH (4rea sob a curva - AUC) apos o tratamento
com 50 pg de gonadorelina (31,7 = 5,9, ng.h / mL,) foi menor (P <0,05) comparado aos
demais tratamentos. No entanto foi igual (P> 0,05) a gonadorelina 100pg.Em conclusao,
o presente estudo demonstra que a buserelina, a lecirelina e a deslorelina induziram um
efeito maior na liberagdode LH do que o tratamento com gonadorelina (50pg).
Acreditamos que os analogos agonistas de GnRH s3o possivelmente mais eficientes do
que a gonadorelina na indug¢do de ovulacio. Com base nas doses testadas e
considerando a maior liberacdo de LH, recomendamos o uso de 12,5 pg de lecirelina,
375 ng de deslorelina ou 8,4 pg de buserelina na inducao da ovulacao na espécie ovina.

Palavras-chave: Andlogos GnRH, pico de LH, ovelhas
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Master's Dissertation
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RESPONSE TO DIFFERENT SYNTHETIC FORMS OF GnRH IN

OVINE
AUTHOR: RAQUEL GRANDE PEIRERA
ADVISER: ROGERIO FERREIRA
Chapeco6, August 1, 2017

GnRH is a hypothalamic neurohormone that induces the production of FSH and
production and release of LH by the anterior pituitary. There are GnRH synthetic forms
that are similar to endogenous molecule, such as gonadorelin, and forms that have small
changes in its molecular structure (e.g. buserelin, deslorelin and lecirelin). In ovine
there are innumerable studies described that use GnRH synthetic in order to improve the
reproductive response. However, these synthetic are used of completely empirical way,
moreover there are no licensed formulas that are indicated the use in sheep. In addition,
its potential pituitary action is not known in ovine. The aim of this study was to evaluate
the capacity of different synthetic forms and doses of GnRH in inducing LH release in
sheep. Forty ewes were randomly allocated into eight groups, according with the
synthetic form GnRH: lecirelin (12.5 or 25 pg), gonadorelin (50 or 100 pg), buserelin
(4.2 or 8.4 ng) and deslorelin (750 or 375 pg). All ewes received an intravaginal device
of medroxyprogesterone acetate (MAP; 60 mg) for 7 days. A dose of PGF2a (0.125 mg
cloprostenol) was administered on day 5 and the GnRH was administered on day 7. The
serum LH response was evaluated for up to 6 hours after the GnRH administrations.
The higher doses of gonadorelin (100 pg) and buserelin (8.4 pg) induced a higher LH
peak at two hours than lower doses (50 and 4.2 pg respectively for gonadorelin and
buserelin; P < 0.05). However, for the other agonists, the amplitude of LH peak was not
affected by dose (P > 0.05). The total release of LH (area under the curve — AUC) after
treatment with 50 gonadorelin (31.7 + 5.9, ng.h/mL,) was lower (P < 0.05) than after
other treatments. However, it was similar (P> 0.05) to the 100 ug gonadorelin. In
conclusion, the present experiment shows that buserelin, lecirelin and deslorelin
induced a greater effect on LH secretion than gonadorelin treatment. We believe that
GnRH analogous are possibly more efficient than gonadorelin in induce ovulation in
sheep. Based on doses herein tested and higher LH release, we recommend the use of
12.5 pg lecirelin, 375 pg desorelin or 8.4 pg buserelin in ovulation induction.

Keywords: GnRH analogues, LH peak, ewes
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1 CAPITULO

REVISAO DE LITERATURA

1.1 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DOS OVINOS

1.11 Fisiologia reprodutiva do ciclo estral

O ciclo estral ¢ caracterizado como o periodo entre duas ovulagdes. Durante a
época destinada a reproducdo na espécie ovina (fotoperiodo negativo) ha sucessivos
intervalos regulares de estro e ovulacdo, se ndo ocorrer a concepgdo. A duragdo do ciclo
estral pode variar de 15 a 19 dias (DRIANCOURT; GIBSON; CAHILL, 1985).
Entretanto, considera-se sua duracao como sendo de 17 dias (dia zero = estro). Estes
dias sdo divididos em uma fase luteal que dura entre os dias dois e 13 e uma fase
folicular desde o dia 14 até o dia um (DRIANCOURT; GIBSON; CAHILL, 1985).

A fase luteal do ciclo estral ¢ caracterizada como o momento em que hd um
corpo luteo (CL) funcional no ovario. Esta estrutura ovariana ¢ originaria das células
foliculares que se luteinizam e passam a produzir progesterona (P4), ap6s a ovulagdo.
Caso ocorra a concepgdo, os altos niveis plasmaticos de P4 evitardo que ocorrerdo
novas ovulagdes e também manterdo a gestagdo até que a placenta também comece a
produzir P4. No entanto, se a fémea nao conceber culminara, entdo, na regressao lutea
do CL, no 14°/15° dia do ciclo estral (para revisio SCARAMUZZI, et al., 1993).
Vonnahme, et al (2006) demonstraram que, apds um aumento inicial do endotélio
vascular, ocorre depois a sua diminui¢do durante a lutedlise. Ou seja, ha nas células
luteais a diminui¢cdo da irrigacdo vascular induzida pela a¢do da prostaglandina F2a
(PGF2a). A fase folicular ¢ caracterizada pelo desenvolvimento do foliculo dominante
(FD) até que ocorra a ovulacdo. Durante essa fase ha predominancia de 17 estradiol
(SCARAMUZZI; CALDWELL; MOOR, 1970), hormonio que ¢ sintetizado nos
foliculos em crescimento, mas principalmente pelo FD.

Endocrinologicamente, o ciclo estral ¢ regido, basicamente, pela a¢do dos
hormo6nios: GnRH (hormoénio liberador das gonadotrofinas), FSH (hormonio foliculo
estimulante), LH (horménio luteinizante), estradiol e progesterona. O GnRH ¢
responsavel pela sintese FSH e a sintese e secre¢cdo do LH. O FSH atua sobre os ovarios

através da estimulacdo do desenvolvimento folicular ovariano. A sua producdo ¢
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regulada pela acdo do estradiol e a inibina, hormdnios que atuam a nivel hipofisidrio
(BAIRD, et al., 1991). Ambos os horménios sdo oriundos das células da granulosa de
grandes foliculos antrais. O LH ¢ responsavel pela matura¢do final do FD e sua
ovulagdo. Em um ambiente com auséncia de P4, o aumento da concentragdo plasmatica
de estradiol tem efeito direto sobre o aumento da frequéncia de GnRH (CLARKE;
CUMMINS, 1984) e, consequentemente, de LH. Esse estimulo hormonal é necessario
para o crescimento final do FD. O pico pré-ovulatorio de LH consiste em um pulso de
alta frequéncia de liberacdo de LH (RAWLINGS; COOK, 1993) e, aproximadamente,
24 horas ap0s este pulso ocorre a ovulagdo (para revisao SCARAMUZZI, et al., 1993).
Quando ha niveis altos de P4 associados a presenca de estradial, esta inibe a liberacao
GnRH. Consequentemente, os nives plasmaticos de LH sdo inversos aos niveis de P4
(PANT; HOPKINSON; FITZPATRICK, 1977). A P4 sozinha nao influencia a secrecdo
de LH ou FSH, pois nao tem efeito hipofisario direto (CLARKE; CUMMINS, 1984).

1.1.2 Fotoperiodo: Controle do ciclo reprodutivo

O fotoperiodo ¢ o principal fator ambiental responsavel por modular a duragao
da época reprodutiva nos ovinos criados em médias e altas latitudes (entre os paralelos
30 e 40°; ORTAVANT et al., 1988). Atua principalmente sobre as fémeas e ocasiona
variagdes no comportamento sexual e na atividade hipotdlamo-hipdfise-gonadal. Nos
machos, age de forma menos intensa sobre os aspectos reprodutivos, como a
espermatogénese  (ROSA; BRYANT, 2003) e a sintese de testosterona
(SCHANBACHER; LUNSTRA, 1976).

A luminosidade solar ¢ captada pela retina e transmitida via neural pelo nucleo
supraquiasmatico e ganglios cervicais superiores para a glandula pineal, responsavel
pela secrecdo ritmica do hormdnio melatonina (COMBARNOUS; SALESSE;
GARNIER, 1981). A melatonina ¢ secretada durante a noite, ¢ a duragdo da sua
secre¢do difere entre dias longos e curtos, sendo as suas flutuagdes séricas 0 mecanismo
chave por regular as respostas reprodutivas ovarianas. (COMBARNOUS; SALESSE;
GARNIER, 1981). Ela atua sobre o hipotadlamo e regula a frequéncia de pulsos de
GnRH, sendo amplificada durante os dias de menor duragdo, na espécie ovina.
Consequentemente, ocorre o aumento da frequéncia de pulsos de LH, o que culmina no
estimulo necessario para a ovulacdo (UILENBROEK; RICHARDS, 1979; VIGUIE et
al.,, 1995). Ja, durante os dias de maior duracdo, ha a diminuicdo da liberagdo do

hormonio liberador de GnRH e, assim, modula a secre¢do pulsatil de LH. Além disso, o
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sistema de geracdo de pulsos de LH se torna mais sensivel a ac¢do negativa dos
esteroides ovarianos, ocasionando a diminui¢do da sua frequéncia (VIGUIE et al., 1995;
ROSA; BRYANT, 2003).

A época destinada a reprodugdo tem seu inicio no final do verdo, em resposta a
diminuicao da luminosidade, ¢ seu término durante os meados do inverno, devido ao
respectivo aumento da luminosidade (ABECIA et al., 2012). Durante a contraestacdo
reprodutiva, ocorre a parada da atividade sexual, caracterizada pelo comportamento de
anestro (CHEMINEAU et al., 1992). Este comportamento sexual sazonal faz com que
os ovinos sejam classificados como animais fotoperiodo negativo. Este mecanismo
fisiologico restringe as paricdes durante a melhor época do ano (primavera/verdo),
dando suporte a producdo lactogénica da fémea e, consequentemente, promove o

maximo crescimento e desenvolvimento de sua prole.

1.1.3 Dinamica folicular ovariana

O crescimento folicular ovariano ocorre em padrao de ondas que se mantém
durante a época de reprodugdo e também durante o anestro sazonal (NOEL; BISTER;
PAQUAY, 1993). Uma onda folicular ¢ caracterizada pelo aparecimento e crescimento
de um ou até trés foliculos dominantes de um montante de pequenos foliculos (dois a
trés milimetros de didmetro). E possivel que um foliculo cresca até cinco mm de
didmetro antes da sua regressdo (onda anovulatéria) ou ovulacio (GINTHER; KOT;
WILTBANK, 1995; BARTLEWSKI et al., 1998; GIBBONS et al., 1999; EVANS et
al., 2000).

Didaticamente, os foliculos antrais tém seu crescimento e desenvolvimento
classificado em fases: recrutamento, sele¢do ¢ dominancia folicular (DRIANCOURT,
2001). O recrutamento folicular tem seu inicio apés o término do crescimento folicular
e durante esta fase os foliculos sdo essencialmente dependentes do hormonio foliculo
estimulante (FSH; DRIANCOURT, 2001). Somente foliculos com didmetro superior a
dois mm podem ser recrutados (DRIANCOURT; GIBSON; CAHILL, 1985). A fase de
selecdo se caracteriza pela escolha de um ou mais foliculos dominantes através da
diminuicdo dos niveis circulantes de FSH, e por consequéncia atresia dos demais
foliculos dependentes dessa gonadotrofina (DRIANCOURT; GIBSON; CAHILL,
1985). A diminui¢do da secrecdo de FSH esté relacionada ao aumento da concentragao
plasmatica de estradiol e maior frequéncia de pulsos de LH. Baird; Swanston;

Scaramuzzi (1976) mensuraram niveis plasmaticos de LH e estradiol nos dias 12, 14 e
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16 do ciclo estral. Apds cinco minutos de um pulso de LH a secrecdo de estradiol
aumentou seu nivel basal (0,75 £ 0,12 ng/min) e atingiu o valor de 2,16 £+ 0,33 ng/min.
Ou seja, o foliculo respondeu prontamente a flutuacdode LH e mais estradiol foi
secretado. Como mecanismo chave da sele¢do e dominancia folicular, os foliculos
adquirem a capacidade de aceitar a alteragdo do aporte gonadotrofico, visto que somente
os futuros foliculos ovulatorios transferem a sua dependéncia hormonal do FSH para
LH (CAMPBELL et al., 1999).

Em média, trés ondas emergem durante o crescimento e desenvolvimento
folicular ovariano, sendo que cada onda surge, aproximadamente, a cada cinco dias
(BARTLEWSKI et al., 1998). Noel; Bister; Paquay (1993) observaram trés ondas
ovarianas tanto na época reprodutiva (inicio, meio e fim da estacdo), como no periodo
de anestro. Os mesmos autores demonstraram que as duas primeiras ondas ocorrem
durante a fase lutea (periodo de alta concentracao de progesterona), e a ultima durante a
fase folicular (periodo caracterizado pela regressdo do corpo liteo e diminuicdo da
progesterona). Picos de FSH sao liberados periodicamente a cada trés ou quatro dias
(GIBBONS et al., 1999), e cada aumento transitério desencadeia o aparecimento de
uma nova onda folicular (BARTLEWSKI et al., 1998). Ginther; Kot; Wiltbank (1995)
demonstraram, ap6s monitoramento ovariano ¢ dosagem hormonal, a equivaléncia de
intervalo de dias entre as ondas foliculares (4,0 + 0,3 dias) e entre picos FSH (3,6 + 0,2
dias). Dentro de uma onda folicular ocorre a dominancia, e o(s) foliculo(s) dominante(s)
apresenta(m) um maior didmetro e também uma maior concentracdo de estradiol no
fluido folicular (EVANS et al., 2000). Todos os foliculos que crescem durante a fase
lutea acabam se tornando atrésicos. No entanto, um ou dois foliculos da fase folicular
conseguem ovular (NOEL; BISTER; PAQUAY, 1993). Isso acontece porque durante a
fase lutea ha elevada concentracdo plasmatica de progesterona (P4) e baixa pulsatilidade
do LH. Consequentemente, este ambiente hormonal induz a reducdo da taxa de
crescimento folicular e sua atresia.

Na maioria das ragas ovinas, apenas um ou dois foliculos ovulam no final de
cada ciclo estral (NOEL; BISTER; PAQUAY, 1993). Entretanto, existem variagdes na
taxa de ovulagcdo entre animais, ragas e, principalmente, pelo uso de gonadotrofinas,
como a gonadotrofina coridnica equina (eCG). Driancourt; Webb; Fry (1991) constaram
que o uso de 500 UI de eCG, durante a fase folicular do ciclo estral, induziu um
aumento da taxa ovulatoria. Este resultado indica que a dominancia folicular ovariana

em ovinos ¢ intensamente passiva e pode ser manipulada pelo homem.
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Durante o anestro sazonal os foliculos s3o ativos, sintetizam e secretam
estrogeno (SOUZA; CAMPBELL; BAIRD, 1996). Isso ocorre porque a frequéncia de
liberacao de FSH, que ndo ¢ alterada na contraestagao, estimula o crescimento de ondas
foliculares (BARTLEWSKI et al., 1998). Contudo, o foliculo ovariano dominante nao
consegue ovular devido a menor ocorréncia de pulsos de LH (zero a dois pulsos a cada
oito horas; I'ANSON; LEGAN, 1988). Como a frequéncia de secre¢do do LH ¢
suprimida durante este periodo, ¢ aceitdvel que somente o FSH estimule os foliculos
antrais a se desenvolverem até ao tamanho pré-ovulatorio. Entretanto, a presenca do LH
€ necessaria para garantir a fase final do crescimento folicular, maturagdo e ovulagao

(UILENBROEK; RICHARDS, 1979).

1.2 MECANISMO DA OVULACAO

Durante a ovulacdo ocorre a reativagdo da meiose oocitaria, ruptura da
parede apical do foliculo, liberagdo do odcito e inicio da diferenciacdo tecidual que
culminara na formag¢do do corpo luteo (RUSSELL; ROBKER, 2007). No decorrer do
crescimento e desenvolvimento folicular, os receptores de LH sdo expressos na
superficie folicular. A selecao do foliculo dominante esta correlacionada a expressao
desses receptores nas células murais da granulosa (WEBB et al., 2003). O aumento da
frequéncia de pulsos de LH provoca a formagdo da matriz extracelular no complexo
cumulus-odcito (SILVA et al., 2006). Esse processo denominado como expansdo do
cumulus envolve a sintese do acido hialuronico, de proteinas de superficie celular e
proteoglicanos (RUSSELL; SALUSTRI, 2006). Ele permite a extrusdo do odcito por
meio da parede folicular durante a ovulagdo, e ajuda na sua captura pelas fimbrias do
oviduto. Além disso, essa matriz extracelular contribuir com fecundag¢ao do odcito,
pois auxilia na estabilizacdo da zona pelucida e ativagao da motilidade espermatica.

A ovulacdo inicia ap0s o pico pré-ovulatorio de LH e ¢ dependente de proteases,
colagenases e fatores vasoativos (prostaglandinas e leucotrienos; ESPEY, 1980). Essa
gonadotrofina se liga ao receptor de membrana (acoplado a proteina G) nas células da
granulosa e provoca a ativagdo da adenilatociclase (AC) e o aumento da adenosina
ciclica monofosfato (AMPc; RUSSELL; SALUSTRI, 2006). O AMPc, através da
proteina quinase dependente de AMPc, estimula trés eventos distintos da ovulagdo:
esteroidogénese, ciclooxigenase e lipoxigenase (aumento da sintese de prostaglandina e
leucotrieno) e ativador do plasminogénio (acelera a transformagao do plasminogénio em

plasmina; MORIOKA et al., 1988). O pico pré-ovulatorio de LH induz também o
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aumento na colagenase latente, a luteinizacdo de células granulosas/tecais e a
modificagdo na via esteroidogénica (NISWENDER et. al., 2000). A luteinizacdo causa a
diminui¢cdo da atividade da aromatase e como resultado hd diminui¢do da produgdo
estrogénica (PETROFF et al., 2001). Ocorre entdo o aumento das enzimas necessarias
para a conversdo de colesterol em progesterona, isto ¢, aumento da expressdo do
complexo citocromo P450 de clivagem de cadeia lateral de colesterol (CYP11A1) e da
3B-hidroxi-esteroide-desidrogenase (3p-HSD; BAO; GARVERICK, 1998). Com isso,
ocorre a redugdo da expressdo das enzimas que convertem a progesterona em
estrogenos, isto ¢, as enzimas 17a-hidroxilase (CYP17) e aromatase (CYP19; BAO;
GARVERICK, 1998).

A acdo dos mediadores do processo inflamatorio e fatores angiogé€nicos em
diferentes tecidos colaboraram para o entendimento da sua importancia durante o
processo ovulatorio. O pico de LH aumenta a sintese de prostaglandinas (PGF)
foliculares antes mesmo da ovulacdo. A enzima ciclooxigenase (COX-2) ¢ a
responsavel pela biossintese das prostaglandinas (SIROIS et al., 2004). Essa sintese
ocorre através da ativacdo da fosfolipase C que degrada fosfolipideos de membrana e
permite a liberagdo de calcio. Essa enzima provoca a fosforizagao da fosfolipase A2 que
quebra fosfolipideos de membrana, e por consequéncia, ha a liberacdo do &cido
araquidonico que sera convertido em PGF pela COX 2. A prostaglandina F2a atua na
contragdo da musculatura lisa do ovdrio, e por consequéncia no aumento da pressao
local e protrusdao do estigma ovariano. Esse metabolito do 4cido araquidonico atua
também na ruptura dos lisossomos das células da granulosa. As enzimas liberadas agem
na degradagdo do tecido conectivo da regido do estigma. A PGE20 auxilia na
remodelagdo das células da teca e da granulosa em células luteas, pois ativa o
plasminogénio que ¢ convertido em plasmina (para revisdo, TSAFRIRI, et al. 1972). A
plasmina e a colagenase ativada causam a degradacdo do colageno da parede do
foliculo. Esses processos de digestdo e dissociacdo das fibras de coldgeno causam a
abertura da parede folicular com a formagao e ruptura do estigma folicular (MORIOKA
et al., 1988).
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1.3 HORMONIO LIBERADOR DE GONADOTROFINA (GNRH)

1.3.1 Decapeptideo hipotalamico

GnRH ou GnRH I, antigamente denominado como hormoénio liberador do
hormoénio luteinizante (LHRH); (FERNALD; WHITE, 1999) ¢ um decapeptideo
hipotalamico (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly:NH2) que desempenha
funcdo essencial no controle reprodutivo em todos os seres vertebrados (MCARDLE;
PERRETT, 2013). O mesmo ¢ sintetizado no corpo celular dos neurdnios
hipotalamicos, e seus axonios terminais se projetam na eminéncia mediana na base do
hipotdlamo onde ¢ liberado de forma pulsatil, diretamente, no sistema portal hipofisario
das células gonadotroficas na hipédfise anterior (ORTMANN; WEISS; DIEDRICH,
2002; CONN; CROWLEY, 1994). Este decapeptideo se liga a repeceptores
hipofisiarios e provoca uma sequéncia de eventos que incluem a microagregacao desses
receptores, internalizagdo e ativagdo das vias de transducdo de sinais de segundo
mensageiro, como resultado ha sintese e liberacdo de LH e FSH (BLISS, et al., 2010).
Esses dois hormonios sdo glicoproteinas heterodimeras formadas com uma subunidade
o comum e uma subunidade B distinta (CONN; CROWLEY, 1994). Apés a sintese
dessas gonadotrofinas no reticulo endoplasmatico rugoso e passagem pelo complexo de
Golgi, as mesmas se fundem a membrana plasmdtica e 14 permanecem até serem
liberadas (DURAN-PASTEN; FIORDELISIO, 2010). O LH é liberado em resposta a
pulsos de GnRH e age na maturacdo final e inducdo da ovulacdo. J& o FSH ndo fica
estocado ¢ ¢ liberado de forma continua, 0 mesmo estimula o crescimento dos foliculos
ovarianos.

A primeira identificacdo e isolamento do GnRH foi feita na década de 1970 por
Andrew V. Schally. O mesmo isolou a molécula de GnRH a partir de extratos
hipotaldmicos de suinos (para revisdo KARTEN; RIVIER, 1986). Posteriormente,
elucidou-se que a sua sequéncia decapeptidica foi conservada em todos os mamiferos
(para revisao PADULA, 2005). Entretanto, este neuropeptidio ¢ rapidamente degradado,
pois apresenta uma meia-vida de apenas 2 a 4 minutos (ORTMANN; WEISS;
DIEDRICH, 2002). Assim, iniciou-se o desenvolvimento e¢ producao de analogos
agonistas com elevada afinidade aos receptores da GnRH e com maior resisténcia a
degradacdo e eliminacdo (KARTEN; RIVIER, 1986; BERGER, et al., 1988). Desde

entdo, as pesquisas resultaram no desenvolvimento de mais de 2000 diferentes analogos


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=613&q=deca+pept%C3%ADdica&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjb26iOhrnUAhUBIJAKHeL2AYUQvwUIHygA
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de GnRH, nos ultimos 30 anos, tanto analogos de origem agonista como antagonista

(para revisao PADULA, 2005).

1.3.2 Mecanismos de acdo do GnRH

O GnRH ¢ o neurohormodnio responsavel pela liberacdo de LH e FSH, bem
como pela biossintese das suas subunidades o, LHB e FSHp. Sua agdo ocorre através
dos receptores de GnRH (GnRH-R) que estdo presentes na superficie das células
gonadotroficas da hipdfise anterior e representam 8 a 15% das células (para revisao
RUF; FINK; SEALFON, 2003). O numero de GnRH-R ¢ superior no momento que
antecede a ovulagdo, e possivelmente determina a completa expressdo do pico pré-
ovulatério de LH (RISPOLI; NETT, 2005). E fundamental o entendimento dos
mecanismos que regulam a densidade de receptores, pois variagdes na sensibilidade
pituitaria interferem na resposta ao GnRH e na liberagado do LH (RISPOLI; NETT,
2005).

O GnRH-R pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G do tipo
rodopsina (GPCR; KARGES; KARGES; DE ROUX, 2003). Sua estrutura ¢ formada
por um dominio extracelular amino-terminal, sete dominios transmembranosos, trés
alcas extracelulares, trés algas intracelulares, e por um dominio intracelular carboxi-
terminal (HAUACHE, 2001). Os mesmos sao ativados pelo GnRH enddgeno, mas
também pela a¢do dos seus andlogos agonistas (ORTMANN; WEISS; DIEDRICH,
2002). Na molécula do GnRH, as sequéncias NH2- (pGlu-His-Trp-Ser) e COOH-
terminal (Pro-Gly NH2) sdo cruciais para a ligacdo ao receptor e sua ativagdo
(MILLAR, 2005). Quando ligado, sua estrutura ¢ dobrada em torno da glicina flexivel
da posicdo seis (MILLAR, 2005).

Durante a ativacdo dos GnRH-R, a subunidade alfa da proteina Gq /11 se
dissocia e ativa a fosfolipase C (PLC-B; GARDNER, 2010). Ocorre entdo a
momentanea hidrolise de fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) e a formagdo de dois
segundos mensageiros: diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3;
GARDNER, 2010). O IP3 desencadeia a mobilizagdo de calcio a partir de pools
intracelulares (reticulo endoplasmatico), ¢ o DAG ativa a proteina quinase C (PKC;
ORTMANN; WEISS; DIEDRICH, 2002). Posteriormente, ocorre a redug¢ao do afluxo
de calcio mediado pela despolarizacdo e em sinergismo a secre¢cdo de gonadotrofinas
(DURAN-PASTEN; FIORDELISIO, 2013). A PKC ativada implica na ativa¢io da via
proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK), como ERKs, p38MAPK e JNK (RUF;
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FINK; SEALFON, 2003; GARDNER, 2010). A MAPK ativa fatores de transcri¢do por
meio da fosfolipase A2 (PLA2), que resulta na modulacdo da transcricdo génica das
subunidades gonadotroficas, biossintese e libertagdo de LH e FSH (ORTMANN;
WEISS; DIEDRICH, 2002; KARGES; KARGES; DE ROUX, 2003).

A atividade central do GnRH pode ser modulada por sinais estimulatorios
(kisspeptina, norepinefrina e neuropeptideo Y), ou inibitorios (pB-endorfina e
interleucina-1), mas também por agentes que podem ser estimulatdrios ou inibitorios,
como os esteroides (TSUTSUMI; WEBSTER, 2009). A pulsatilidade do GnRH ¢
essencial para a conservagdo da fungdo ovariana através da manutencdo da sua
ciclicidade. Sabe-se que os pulsos de alta frequéncia beneficiam a liberacdo de LH,
enquanto os pulsos de baixa frequéncia favorecem a liberacdo de FSH (SCHNEIDER;
TOMEK; GRUNDKER, 2006). Kaiser et al. (1997) demonstraram que os niveis de
RNAm da subunidade LHp sdo estimulados por pulsos a cada 30 minutos, enquanto os
niveis de RNAm da subunidade FSHf por pulsos a cada 2 horas. A subunidade o ¢é
estimulada por pulsos a cada 8 a 30 minutos, ou at¢ em menores frequéncias (FERRIS;
SHUPNIK, 2006). A liberagdo assincrona das gonadotrofinas resulta do efeito

modulador de esteroides sexuais, hormonios peptidicos e glicoprotéicos.

1.3.3 Agonistas de GnRH

Conforme a origem, o GnRH comercial pode pertencer a dois grupos distintos: o
GnRH sintético semelhante ao natural (Gonadorelina) ou a forma de analogo agonista
(ZAPLETAL; PAVLIK, 2008). Os analogos agonistas sdo moléculas semelhantes ao
endodgeno, porém com pontuais modificagdes nos sitios de degradacdo enzimatica. O
aumento da resisténcia as peptidases, ¢ a maior afinidade da molécula ao seu receptor,
prolongaram a meia-vida na circulacdo destes agonistas (HERBERT; TRIGG, 2005).
Esses analogos sdo denominados de superanaldgos, e alguns chegam a ser até 20 vezes
mais potentes que o endégeno (ZAPLETAL; PAVLIK, 2008). Isso acontece através da
estabilizacao da molécula de GnRH contra os ataques enzimaticos, € assim o aumento
do periodo de unido as proteinas circulantes e a membranas (CONN; CROWLEY,
1994).

Estes peptideos sintéticos tém sua estrutura quimica proveniente da substituicao
de aminoacidos especificos na posi¢ao 6 ou nas posigoes 6 ¢ 10 (ROMAGNOLI et al.,
2009). A modificacdo na posi¢cdo 6 resultou no acréscimo da meia-vida na corrente

sanguinea, pois esta € a posicdo em que as peptidases quebram a molécula de GnRH
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(para revisaio PADULA, 2005). Além disso, a substituicdo da glicina por um d-
aminoacido (isdmeros dextrogiros) estabilizou a conformacdo em dobradica da
molécula ligada ao receptor, mas também aumentou a afinidade da liga¢do e diminuiu a
depuragao metabolica (KIESEL, 2002). Na décima posi¢do, a substituicdo da glicina
carboxi-terminal por alquilaminas, resultou em analogos nonapeptidicos com maior
poténcia de inducdao a ovulagdo (PADULA, 2005). A ocupacdo de somente 5% dos
sitios de ligacdo dos GnRH-R ja permite 80% da sua expressdo bioldgica (KIESEL,
2002).

Inicialmente, as formas sintéticas de GnRH foram produzidas com o intuito de
curar a infertilidade na medicina humana. Entretanto, foi visto que a sua administracio
continua causa o bloqueio do eixo hipotdlamo-hipofisiario. Esse efeito colateral resulta
da saturagdo dos receptores de GnRH e desregulacdo da sinalizacdo intracelular. Ou
seja, a administragdo continua de GnRH provoca o downregulation da subunidade
Gqg/11 (ORTMANN; WEISS; DIEDRICH, 2002). Em resposta a modificagdo na
densidade de GnRH-R disponiveis e a propria sensibilidade do gonadotrofo ao GnRH,
ocorre a supressao da producdo e liberagdo dos hormodnios gonadotroficos

(MEDEIROS; MEDEIROS, 2007).

1.3.4 Diferentes GnRH utilizados na reproducio animal

O GnRH ¢ utilizado com o intuito de sincronizar o pico de LH e, assim, a
ovulacao (PIERSON et. al., 2003). Em programas reprodutivos, pode ser empregado na
sincronizagdo da ovulagdo em protocolos de inseminacdo em tempo fixo (IATF)
(FRICKE; GUENTHER; WILTBANK, 1998). Também como forma de tratamento de
cistos foliculares ovarianos (MEDAN et al., 2004), inducao de estro (WALTER et. al.,
2011), e até mesmo com o intuito de inibir a ciclicidade (ROMAGNOLI et. al., 2009).

No mercado veterinario ha diversas formas sintéticas de analogos de GnRH e
também a forma semelhante ao endogeno (PICARD-HAGEN et al., 2015). Essas
moléculas sdo distinguidas de acordo com a sua a¢ao. A forma sintética de curta agao ¢
denominada gonadorelina, e os analogos sintéticos de curta agdo sdo a buserelina e a
lecirelina (ROMAGNOLI et al, 2009). Ha trés décadas essas formas se encontram
disponiveis para uso (ROMAGNOLI et al, 2009). O analogo sintético de longa agdo ¢ a
deslorelina, na forma de implante subcutaneo, e esta disponivel ha 15 anos na area
médica, e mais recentemente na area animal (ROMAGNOLI et al., 2009). As moléculas

aprovadas para uso em bovinos, tanto na América do Norte como na Europa, sdo: um
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decapeptideo (gonadorelina) e dois nonapeptideos (lecirelina e buserelina; PICARD-
HAGEN et al., 2015). J4 a deslorelina se encontra comercialmente disponivel para uso
em equinos (STICT et. al., 2004) e caninos (FONTAINE et al., 2011).

Ha diferengas na estrutura molecular das formas sintéticas de GnRH. A
lecirelina ¢ um nonapeptideo em que a glicina da posi¢do 6 foi substituida por um d-
terciaria leucina e a glicina da posi¢do 10 foi alterada por uma etilamida (KAYA et al.,
2007). A gonadorelina ¢ a forma sintética equivalente ao GnRH-1 e, assim como o
enddgeno, ¢ formada por uma cadeia de 10 aminoacidos (CHENAULTL et al.,1990). A
buserelina tem uma d-serina na posi¢do seis € uma etilamida na posi¢ao 10 (PICARD-
HAGEN et al., 2015). A deslorelina ¢ produzida a partir da troca da glicina na posi¢ao 6
pelo triptofano, e pela substituicdo da glicina na posicao 10 por uma etilamida (KIESEL
et al., 2002). Em bovinos, foi demonstrado que o pico de LH ocorre duas horas apos a
administracao intramuscular de buserelina e lecirelina. O mesmo ocorreu uma hora mais
cedo quando aplicada a gonadorelina (PICARD-HAGEN et al., 2015). No entanto,
Giordano et al. (2012) demostraram que o horario do pico de LH pode variar, sendo 1,3
ou até 1,9 horas ap6s a aplicagdo da gonadorelina. Esses peptideos, com excecdo da
deslorelina, sdo corriqueiramente associados a outros hormdnios, como progestagenos,
gonadotrofinas e prostaglandina, em protocolos reprodutivos na espécie ovina.
Entretanto, sdo utilizados de forma empirica, pois ndo ha no mercado veterinario
formulas licenciadas e indicagdo de dose e concentragdo para uso em ovinos. Todavia,
inimeros trabalhos sdo realizados com o intuito de avaliar o efeito do GnRH sobre
parametros reprodutivos, como na sincroniza¢do da ovulacio (BALARO et al., 2016),
sincronizagdo do estro (REKIK et al., 2016), resposta superovulatéria (BRASIL et al.,
2016), concentragao de progesterona (HASHEM et al., 2015), recuperacao embrionaria
(AZAWI; AL-MOLA, 2011), taxa de ovulacio (CAVALCANTI et al., 2012) e taxa de
prenhez (HASHEM et al., 2015).
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2 CAPITULO

MANUSCRITO

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de um manuscrito, com sua

formatagao de acordo com as orientagdes da revista ao qual serd submetido:
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2.1 MANUSCRITO

Efficiency of different synthetic forms of GnRH to induce LH release in sheep.

R. G. Pereira, C. A. Hoefle, A. Fritzen, G. Fiordalisi, R. Ferreira

De acordo com normas para publicacdo em:

Theriogenology
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Efficiency of different synthetic forms of GnRH to induce LH release in sheep.
Raquel Grande Pereira?, Clério Antonio Hoefle?, Alexandro Fritzen?, Giovanna Fiordalisi?,
Rogério Ferreira®™

aUniversidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Chapeco, SC, Brazil.
* Corresponding author. Tel.: +55(49) 2049-9556; Fax: +55(49) 2049-

9553. E-mail address: rogerio.ferreira@udesc.br.

ABSTRACT

To date, there have been no studies testing the capacity of gonadotropin releasing hormone
(GnRH) analogs and respective doses to induce a luteinizing hormone (LH) peak in sheep. In
this sense, the present study aimed to evaluate the capacity of different synthetic forms and
doses of GnRH in inducing LH release in sheep. Forty ewes were allocated into eight groups,
according to which synthetic form of GnRH and concentration was assayed: lecirelin (12.5 or
25 ng), gonadorelin (50 or 100 pg), buserelin (4.2 or 8.4 pg), or deslorelin (375 or 750 pg).
All ewes received an intravaginal device of medroxyprogesterone acetate for 7 days. A dose
of prostaglandin F»o (PGF,0) was administered on day 5 and the GnRH was administered on
day 7. For determination of LH concentration, blood samples were obtained just before the
administration of GnRH as well as 2, 4, and 6 h after the administration. The full-dose of
gonadorelin (100 pg) and buserelin (8.4 png) induced a higher LH peak compared to half-
doses (50 and 4.2 pg respectively for gonadorelin and buserelin; P <0.05), two hours after
administration of GnRH. However, for the other agonist, the amplitude of LH peak was not
affected by the tested dose (P > 0.05). The total release of LH (area under the curve — AUC)
after treatment with 50 pg of gonadorelin (31.7 £ 5.9 ng h/mL) was significantly lower (P <
0.05) than after other treatments. However, this result was similar (P > 0.05) to the 100 pg of
gonadorelin assayed. In conclusion, the present experiment shows that buserelin (8.4 pg),
lecirelin (12.5 and 25 pg) and deslorelin (375 and 750 pg) induced a greater stimulatory
effect on LH secretion than gonadorelin treatment. Therefore, we believe that GnRH
analogues are possibly more efficient than gonadorelin in inducing ovulation in sheep. In
light of the obtained results, we recommend the use of 12.5 pg lecirelin, 375 pg deslorelin or

8.4 ng buserelin for inducing a higher LH release.
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Gonadorelin, lecirelin, buserelin, deslorelin, ewe
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1 INTRODUCTION

Gonadotropin releasing hormone (GnRH) is a decapeptide produced by hypothalamic
neurons that stimulates the synthesis and release of follicle-stimulating hormone (FSH) and
luteinizing hormone (LH) from the anterior pituitary. In reproductive programs, GnRH is
commonly used to improve synchrony of the LH surge and consequent ovulation [1].
However, GnRH has a short half-life on the systemic circulation (approximately 2—4
minutes) and is rapidly degraded [2]. There are natural-like agonists for GnRH
(gonadorelin) and synthetic analogs that are more potent and have a longer half-life than
native GnRH. In general, analogs sequences have a d-amino acid in the 6™ position that
confers greater stability against degradation [3,4]. Similarly, substitution of the carboxy-
terminal glycine by non-peptide alkyl amines has produced nonapeptides with greater
potency [5,6]. Gonadorelin is like natural GnRH, whereas buserelin, deslorelin and lecirelin
are nonapeptides. Lecirelin differs from the natural GnRH by a substitution of glycine by a d-
tertiary leucine at the 6™ position, and glycine by an ethylamide at the 10™ position [7],
while buserelin is characterized by a d-serine in the 6™ position and ethylamide in the 10"
position [7]. Finally, deslorelin has a tryptophan in the 6™ position and an ethylamide in the
10" position [4].

In the veterinary market, synthetic forms of GnRH analogs and also similar natural forms
are available. Studies in bovines reported different LH release after using distinctive doses
or agonist of GnRH [8-10]. However, in sheep no studies have attested the capacity of the
forms of GnRH and their doses to induce an LH peak.

These peptides, with the exception of deslorelin, are commonly associated with other
hormones in reproductive protocols in sheeps. Thus, these hormones are used empirically;
there are no licensed formulas or dose/concentration indications for use in sheep. However,
numerous studies have been published evaluating the effect of GnRH in reproductive
parameters, such as synchronization of ovulation [11], estrus synchronization [12],
superovulatory response [13], and pregnancy rate [14]. Nevertheless, in the reported
studies, GnRH was used in conjunction with eCG (equine chorionic gonadotropin, which
has an LH effect in sheep) and/or low progesterone, so that the isolated effect of GnRH
could not be tested. Therefore, the aim of this study was to evaluate the capacity of

different doses and synthetic forms of GnRH in being able to induce LH release in sheep.

2 MATERIALS AND METHODS
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2.1 Animals and management

This study was performed in Southern Brazil (27°02°11”S 52°39°24.6”W) in forty
nulliparous Laucane breed ewes kept in confined conditions. The animals were aged 8 to 10
months old and weighed 45 to 50 kg. The trial was performed during early April,

corresponding to the breeding season in this region.

2.2 Experimental treatment

All procedures were approved by the Ethic Committee on Animal Use of the University of
Santa Catarina State (CEUA/UDESC). The animals were randomly divided into eight
treatment groups (n = 5), each group being administered a particular synthetic form of
GnRH tested and at a specific dose. On Day 0, all ewes received an intravaginal device of
medroxyprogesterone acetate (MAP; 60 mg, Progespon®, Zoetis) that remained for 7 days.
The implants were maintained until the last blood sample collection to avoid endogenous
release of GnRH. A PGF,a analogue (0.125 mg cloprostenol, Estron®; Tecnopec) was
administered intramuscularly on Day 5 and the GnRH analog was administered (im) on

Day 7 (Table 1).

2.3 Blood sampling

Blood samples were collected from the jugular vein using sterile vacuum-assisted blood
collection tubes for determination of LH concentration. The blood samples were obtained
just before the GnRH administration and at 2, 4, and 6 h after the GnRH administration.
After collection, the samples were chilled in ice and desorbed. Then the serum samples

were stored at -20 °C until assayed.

2.4 Hormone assay

Serum concentrations of LH were determined in duplicate by radioimmunoassay (RIA),
according to the method adapted from Bolt et al [15] for bovines. Intra- and inter-assay
coefficients of variation were 5.96% and 6.98%, respectively. The sensitivity of the assay

was 0.77 ng/ml.
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2.5 Statistical analysis

The total release of LH in response to the GnRH agonist was assessed calculating the area
under the curve (AUCLn) by trapezoidal method from the moment of GnRH administration
until 6 h later. The effect of experimental groups on AUCLx was assessed by two-way
ANOVA. To identify significant differences between groups, the LSMeans Student’s t
post-hoc test was used for pairwise multiple comparisons. LH serum concentration was
compared between the two doses of each GnRH agonist using PROC MIXED (mixed
models, SAS Institute Inc., Cary, NC) in a model for repeated data. The main effects of
GnRH dose, time, and their interactions were determined. The effect of the dose at a
specific time point was determined by Student's t test using corrected means (LSmeans).
The different covariance structures were tested for each model and the composite symmetry
was used, since it presented the lowest Akaike information criterion (AIC). All continuous
variables, as well as residuals from each model, were tested for normality using the Shapiro-
Wilk test and normalized, when necessary, according to each distribution. All analyses were
performed with the statistical package SAS and were adopted as level of significance P <

0.05.

3 RESULTS

The maximal LH concentration induced by gonadorelin at doses of 50 pg and 100 pg (12.0
+ 2.4 ng/mL and 28.6 = 7.1 ng/mL, respectively) was lower (P < 0.05) than serum LH
induced by 8.4 pug of buserelin (78.9 £ 12.9 ng/mL), 375 pg and 750 pg of deslorelin (75.6 +
7.4 ng/mL and 72.1 £+ 10.6 ng/mL, respectively) and 12.5 pg and 25 pg of lecirelin (73.3 +
17.8 ng/mL and 61.6 £ 5.9 ng/mL, respectively). However, the maximal LH concentration
induced by 4.2 pug of buserelin (49.4 £ 5.9 ng/mL) was similar (P > 0.05) to the 100 pg of
gonadorelin assayed.

The serum LH concentrations for each period assayed after GnRH agonist intramuscular
administration are shown in Figure 1. The LH peak was clearly identified at 2 h post-GnRH
administration, and, after a delay of 6 h the serum concentrations returned to near control
levels for all eight GnRH treatments. The larger doses of gonadorelin (100 pg) and
buserelin (8.4 png) induced a significantly higher LH peak at 2 h after administration

compared to the smaller doses (50 and 4.2 ug respectively for gonadorelin and buserelin; P
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140 <0.05). However, for the other agonists assayed, the amplitude of LH peak was not affected
141 in a dose-manner (P > 0.05).
142 The AUCLnu is shown in Figure 2. With 50 ug of gonadorelin, the AUCLu was lower (31.7 +
143 5.9 ng h/mL; P < 0.05) than the values obtained after GnRH analogous treatment (buserelin,
144 lecirelin, and deslorelin). However, it was similar (P > 0.05) to the 100 pg of gonadorelin
145 assayed (68.1 = 15.5 ng h/mL).

146
147 4 DISCUSSION

148

149 This study was done in order to determine the effectiveness of different doses and synthetic
150 forms of GnRH in sheep. Assuming that the therapeutic effect of GnRH is directly related to
151 the LH release, it is clearly evident that synthetic analogs (buserelin, deslorelin, and lecirelin)
152 had a greater efficacy to induce LH release than gonadorelin. In addition, we demonstrated
153 that the tested doses of deslorelin, an analog indicated to induce ovulation in the equine [16]
154 had a response similar to other nonapeptides that already are utilized in sheep.

155 The LH release (AUC) after 50 pg of gonadorelin was lower than after analogs treatments

156 (buserelin, deslorelin, and lecirelin). These results are consistent with observations in

157 bovines, since the nonapeptide analogs had prolonged action compared to gonadorelin [8].
158 Thus, GnRH agonist analogs are peptides similar to native GnRH, but with modifications at
159 sites of enzymatic degradation, so they are, therefore, more resistant to peptidases. In

160 addition, GnRH agonists have greater receptor-binding affinity and a longer half-life

161 [5,6,17].

162 In the present study, GnRH analogs (buserelin, deslorelin, and lecirelin) induced a maximal
163 LH concentration greater than that described in other studies as a preovulatory LH surge
164 peak in sheep [18,19]. We speculate that these agonists can be indicated as ovulation

165 inducers for sheep, since they induced a sufficient LH peak to promote a possible ovulation.
166 Gonadorelin was unable to induce an LH peak similar to the LH concentrations observed
167 during the preovulatory period, at least at the periods selected in the study design. However,
168 it should be considered that acquisition of ovulatory capacity is associated with follicle

169 diameter. Thus, there is a gradual increase of mRNA expression to LH receptors (LHCGR)

170 in granulosa cells according to the growth of the dominant follicle [20,21]. Sartori et al.

171 [22] reported that high LH doses in cows are required to induce ovulation of smaller
172 follicles while smaller plasma LH concentrations could be sufficient to induce ovulation of
173 follicles larger than 12 mm. Gonadorelin induced a lower release of LH. Possibly only

174 larger follicles would respond to gonadorelin. This can justify the successful reproductive
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programs that used gonadorelin to induce ovulation [12,23]. In contrast, administering more
potent GnRH analogs (buserelin, deslorelin, and lecirelin) could induce ovulation even of
smaller follicles, once that GnRH analogs cause greater LH release from the anterior
pituitary.

In our study, we observed that increasing the buserelin dose from 4.2 to 8.4 ug and
gonadorelin from 50 to 100 pg determined a higher LH peak. Our data suggest that
pituitary response to buserelin and gonadorelin is dose-dependent and that the maximum
effective dose was not achieved by a half-dose. The increased GnRH dose could be a
method to enhance pituitary LH release during reproductive protocols [24]. From a practice
perspective, increasing the GnRH dose could be a simple method to enhance LH release,
potentially resulting in an increased ovulation rate. However, there were no significant
differences between the doses of deslorelin and lecirelin assayed. Thus, full-doses and half-
doses were able to trigger a sufficient LH response to promote a possible ovulation. In
agreement with our findings, studies in cattle demonstrated either an increase or
maintenance of LH release in response to increasing doses of GnRH (gonadorelin, lecirelin,
and buserelin) [7,9,25,26].

Irrespective of the analogs tested, we showed that the synthetic GnRH induced a rapid
increase of LH concentrations (at 2 h after administration) and a further decline within 6 h.
Picard-Hagen et al. [7] obtained a similar result in cattle, with a rapid increment of LH
concentrations in response to GnRH agonists and a subsequent decrease within 6 h.
Therefore, the period analyzed was enough to characterize the LH curve.

The magnitude of response to GnRH agonists appears to depend on the LH amount in the
pituitary and the presence of active GnRH receptors. In our experimental design, the GnRH
response was evaluated under standardized conditions, that is, in a hormonal environment
where the endogenous GnRH secretion was blocked by progestogen via a controlled-release
device. This is possible because the progesterone treatment concomitant with GnRH
administration does not affect GnRH-induced LH release [27]. Thus, during this period, it
was possible to replenish the cytoplasmic stock of LH granules, once it began 48 h after the
last LH peak and was completed after 96 h [28]. In addition, all ewes received a
prostaglandin analog 48 h before GnRH to ensure a similar concentration of progesterone,
based only on the progesterone analog from the controlled-release device.

The interest in measuring the response to different GnRH doses was due to a dose-
dependent response observed in sheep [29] and in other species like bovine [8,10], buffalo
[30] and equine [31]. The doses tested herein were established based on hormonal protocols

in sheep using lecirelin [11], buserelin [32,33] and gonadorelin [12,34]. The dose of 12.5
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ug of lecirelin was established as half of the full-dose. As we did not find studies using
injectable short-term deslorelin in sheep, the full-dose was based on the minimum effective
dose used for equine [35].

In conclusion, the present experiment shows that buserelin (8.4 pg), lecirelin (12.5 and 25
pg) and deslorelin (375 and 750 pg) induced a greater stimulatory effect on LH secretion
than gonadorelin treatment. Therefore, the GnRH analogous agonist can be used during
breeding season in reproductive protocols for sheep. Moreover, we speculate that the GnRH
analogs are possibly more efficient than gonadorelin in inducing ovulation in sheep. Based
on our data, we recommend the use of 12.5 pg of lecirelin, 375 pg of deslorelin or 8.4 ng of

buserelin for higher LH release.
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Table legends

Table 1. Experimental design of the study.

] Dose
Groups GnRH agonis
Volume ug
1 Gonadorelin (Fertagyl ®) 1 mL 100pg
2 Gonadorelin (Fertagyl ®) 0.5 mL S0pg
3 Lecirelin (Gestran Plus ®) 1 mL 25 ug
4 Lecirelin (Gestran Plus ®) 0.5 mL 12.5pg
S Buserelin acetate (Sincroforte®) 2 mL 8.4 ug
6 Buserelin acetate (Sincroforte®) 1 mL 4.2 ug
7 Deslorelin acetate (Sincrorrelin®) 3 mL 750 pg
8 Deslorelin acetate (Sincrorrelin®) 1.5 mL 375 ng
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Figure and table captions

Figure 1. Time course of plasma LH concentrations (ng/mL) after an intramuscular
administration of gonadorelin (50 and 100 pg), lecirelin (12.5 and 25 pg), deslorelin (375
and 750 pg), and buserelin (4.2 and 8.4 pg). Asterisks represent statistically significant
differences (P < 0.05) of LH concentration according to the doses of GnRH agonist in

each period assayed after administration.

Figure 2. Average area under the curve (AUCry0-6) of LH concentrations (ng h/mL)
between 0 and 6 h after an intramuscular administration of gonadorelin (50 and 100 pg),
buserelin (4.2 and 8.4 pg), deslorelin (375 and 750 pg), and lecirelin (12.5 and 25 pg).
Values with different letters are statistically different (P < 0.05) between doses and GnRH

analogs.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O GnRH atua como um mediador central das fungdes reprodutivas nos mamiferos,
através da produ¢do FSH e producdo e liberagdo de LH. Devido a isso, o mesmo ¢
utilizado em diversos protocolos reprodutivos com intuito de sincronizar e induzir a
ovulagdo, e assim, melhorar a resposta reprodutiva. Na espécie ovina, inimeros
trabalhos tém empregado o GnRH. No entanto, ha divergéncias entre doses e formas
sintéticas utilizadas, pois ndo sdo consideras as diferengas moleculares entre analogos e
a forma semelhante ao GnRH enddgeno. Além disso, ao contrario de outras espécies,
como a bovina, na espécie ovina ndo eram conhecidas quais as doses e formas sintéticas
de GnRH mais eficientes em induz a liberacdo de LH. Assim, o presente estudo
permitiu, através da avaliacao da quantidade de LH liberada, determinar a resposta das
diferentes doses e agonistas mais descritos na literatura. A partir desses resultados,
demonstramos que a buserelina, a lecirelina e a deslorelina induziram um efeito maior
na liberacdo de LH do que o tratamento com gonadorelina 50ug. Com isso, os analogos
agonistas de GnRH s3o possivelmente mais eficientes, do que a gonadorelina em
inducdo ovulagdo. Além disso, com base nas doses testadas e considerando a maior
liberacao de LH, recomendamos o uso de 12,5 ug de lecirelina, 375 pg de deslorelina ou
8,4 ug de buserelina na indugdo da ovulagdo na espécie ovina. Portanto, o presente
estudo foi o primeiro a determinar as possiveis doses e agonistas de GnRH a serem

recomendados para utilizagdo em protocolos reprodutivos em ovinos.
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