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RESUMO

RAVAGNANI, G. M. Avaliacdo da concentracdo plasmética de progesterona e eficiéncia
do dispositivo intravaginal de liberacgéo lenta de progesterona na sincronizac¢éo do estro
em marrds [Evaluation of progesterone plasma concentration and efficiency of the
intravaginal slow release progesterone device in estrus synchronization in gilts] 2019. 50f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

A marrd é uma categoria animal de extrema importancia dentro do sistema de producao de
suinos, pois se trata das futuras matrizes do plantel. Um método eficaz para o preparo dessas
futuras matrizes € a sincronizacdo do estro através da utilizacdo de horménios o que reduzird a
mao de obra necessaria para a detec¢do do estro e no nimero de marrds de reposigao, além de
facilitar a inseminacdo artificial e, consequentemente, melhorard a sincronizacdo e
homogeneizacdo dos grupos de pari¢do. Apesar da sincronizacao do estro ser um assunto que
vem sendo estudado hd muitos anos, a quantidade de métodos disponiveis para tal é muito
escassa. O presente estudo teve como objetivo avaliar a utilizagdo de um dispositivo
intravaginal de liberagdo lenta de progesterona desenvolvido para a espécie suina em relacao a
concentracdo plasmatica de progesterona, sincronizacao do estro e 0s parametros reprodutivos
em marrds puberes. Neste experimento foram utilizadas 30 marras, divididas em 3 grupos, G1
(n=10) Grupo Controle, G2 (n=10) Altrenogest e G3 (n=10) Dispositivo intravaginal de
liberacdo lenta de Progesterona. As marrds dos grupo G2 e G3 receberam o tratamento por 18
dias consecutivos. Todas as fémeas, independente do seu tratamento, foram inseminadas no
momento 0 (reflexo de tolerancia ao homem observado pela primeira vez na presenca de um
macho adulto) e a cada 24 horas até o fim do estro. No 21° dia ap6s a inseminacao artificial
foi realizado o diagnostico de gestacdo e aos 29 + 1 dia de gestacdo as fémeas foram abatidas.
Os trés grupos experimentais foram avaliados quanto a sincronizacdo do estro, perfil
plasmatico de progesterona e parametros reprodutivos. O intervalo entre o final do tratamento
— inicio do estro ndo foi afetado pela utilizacdo do tratamento hormonal, assim como o
momento da ovulacdo. Porém, a taxa de prenhez foi negativamente influenciada pela
utilizagdo do dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona, entretanto, a taxa de
fertilidade ndo foi influenciada pelos tratamentos. Apesar do peso e tamanho do Utero,
concentracdo plasmatica de progesterona e viabilidade ndo terem sido influenciados pelos
tratamentos, a progesterona do dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona
influenciou no tamanho e peso das vesiculas embrionarias, sendo estes maiores do que aos

dos demais grupos, evidenciando a influéncia da progesterona nessa caracteristica.



Palavras-chave: inseminacdo artificial, marrd, progesterona, progestageno, sincronizacéo

estro.



ABSTRACT

RAVAGNANI, G. M. Evaluation of progesterone plasma concentration and efficiency of
the intravaginal slow release progesterone device in estrus synchronization in gilts
[Avaliacdo da concentracdo plasmatica de progesterona e eficiéncia do dispositivo
intravaginal de liberacdo lenta de progesterona na sincronizagdo do estro em marrés] 2019.
50f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2019.

Gilt is an extremely important animal category within the pig production system, since it is
the future of the breeding herd. An effective method for the preparation of these future
females is the estrus synchronization by the use of hormones, which will reduce the labor
necessary for the detection of estrus and the number of gilts, as well as facilitate artificial
insemination and, consequently, improve the synchronization and homogenization of the
farrowing groups. Although synchronization of estrus is a subject that has been studied for
many years, the number of available methods is very low. The objective of the present study
was to evaluate the use of a slow release intravaginal progesterone device developed for
swine in relation to plasma progesterone concentration, estrus synchronization and
reproductive parameters in pubertal gilts. In this experiment 30 gilts were used and divided
into 3 groups, G1 (n = 10) Control Group, G2 (n = 10) Altrenogest and G3 (n = 10) slow
release intravaginal Progesterone device. G2 and G3 group gilts were treated for 18
consecutive days. All females, regardless of their treatment, were inseminated at time 0 (first
tolerance reflex to the man observed in the presence of an adult boar) and every 24 hours until
the end of estrus. On the 21% day after the artificial insemination, the diagnosis of gestation
was performed and at 29 + 1 day of gestation the females were slaughtered. The three
experimental groups were evaluated for estrus synchronization, plasma progesterone profile
and reproductive parameters. The interval between the end of treatment - estrus onset was not
affected by the use of hormonal treatment, as well as the time of ovulation. However, the
pregnancy rate was negatively influenced by the use of the slow release intravaginal
progesterone device, however, the fertility rate was not influenced by the treatments. Despite
the weight and size of the uterus, plasma concentration of progesterone and viability were not
influenced by the treatments, these being larger than the other groups, evidencing the

influence of progesterone on this characteristic.

Keywords: artificial insemination, gilt, progesterone, progestogen, estrus synchronization.
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1. INTRODUCAO

A marrd é uma categoria animal de extrema importancia dentro do sistema de
producdo de suinos, pois se trata da fémea que sera a futura matriz do plantel. A taxa de
reposicdo anual nas granjas comerciais suinicolas, esta por volta de 40 — 45%, ndo
sendo raro encontrar taxas ainda mais elevadas, superiores a 50% ao ano.
Aproximadamente 18% dos plantéis sdo compostos por marrds, as quais Sao
responsaveis por aproximadamente 30% dos DNP (dias ndo produtivos) das granjas.
Diante dessas caracteristicas, € imprescindivel garantir um preparo adequado desses
animais (PINHEIRO, 2014).

No contexto reprodutivo, um método eficaz para o preparo dessas marrds de
reposicao é a sincronizacdo do estro por meio da utilizagdo de horménios que levara a
reducdo na mao de obra necessaria para a deteccao do estro e no nimero de marrds de
reposicdo, além de facilitar a inseminacdo artificial e, consequentemente, melhorara a
sincronizacdo e homogeneizacdo dos grupos de paricdo. Isto s6 é possivel gragas ao
controle do desenvolvimento folicular a partir da utilizagio de hormonios que incluem a
P4/progestageno sintético, GnRH, eCG, hCG, e pLH (DE RENSIS e KIRKWOOD,
2016). O desenvolvimento e manejo da marrd representam componentes integrais no
desempenho reprodutivo dentro do ciclo de producdo e, na auséncia dessas, 0S
produtores selecionam fémeas destinadas ao abate para se tornarem futuras matrizes

mesmo sem apresentarem todas as caracteristicas necessarias (ALMOND, 1997).

Aliado a IA, é possivel realizar a inseminacéo artificial em tempo fixo (IATF),
que consiste na manipulacdo do ciclo estral e/ou do momento da ovula¢do com o
objetivo de utilizar somente uma IA por estro com o auxilio de protocolos hormonais.
Porém, para obter uma alta fertilidade e prolificidade nos suinos utilizando a IATF, é
necessario garantir que a fémea receba pelo menos uma IA no periodo de 24 horas antes
da ovulacdo (SOEDE; KEMP, 1997). A manipulacdo do ciclo estral e mais
precisamente do momento da ovulagéo requer um amplo conhecimento dos mecanismos
hormonais envolvidos, no sentido de usarmos os farmacos apropriados para eventos

especificos.

Esta biotecnologia permite concentrar os partos, homogeneizar os lotes para cria

e terminacdo, diminuir o nimero de coberturas e/ou IA; através do controle da
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maturacdo folicular, ovulacao e/ou lise do corpo luteo com o uso de farmacos exdgenos
(ANDRADE et al., 2014).

A utilizacdo de progesterona (P4) e seus analogos sintéticos no protocolo de
sincronizagdo do estro atuam inibindo a secre¢do dos horménios foliculo estimulante
(FSH) e do luteinizante (LH) pela hipéfise. Portanto, uma vez retirado o tratamento, as a
concentracdo das gonadotrofinas aumentam, estimulando réapido e sincrdnico

crescimento de uma nova onda folicular (ANDRADE et al., 2014).

Atualmente o uso de progestagenos na suinocultura limita-se a progesterona
sintética, o altrenogest (Regumate® — MSD Salde Animal). Este progestageno é
utilizado por via oral durante 14-18 dias, havendo a necessidade de administrar
adicionado na racdo uma Unica vez ao dia. (WILLIAMS, 2014, TORRES et al., 2018).
A metodologia de uso do produto é um dos principais fatores a serem avaliados, visto
que medicamentos orais devem ser fornecidos diariamente durante varios dias, com
doses variando de acordo com fins de cada animal (ESTILL, 2000). Enquanto que em
bovinos (BARUSELLI et al, 2017), éguas (OLIVERIA FILHO et al., 2012), ovinos e
caprinos (MENCHACA et al, 2017) a utilizacdo de P4 para sincronizacdo do estro ja é

realizada mediante a utilizacdo de dispositivos intravaginais de P4/progestagenos.

Outro fator de grande motivagdo a conducdo deste estudo foi justamente o fato
de ndo haver um dispositivo intravaginal no mercado especificamente para a espécie
suina, que tem utilizado produto destinado para ovelhas e cabras (EAZI-BREED
CIDR®, Zoetis; Primer PR®, Agener Unido Satde Animal). Este método intravaginal
possui varias vantagens em relagdo ao altrenogest (Regumate®, MSD - utilizado com
esta finalidade em porcas), tais como: facilidade de aplicagdo com economia de mao-de-
obra, visto que o Regumate® necessita ser adicionado diariamente na rac3o, além da
grande diferenca que separa os custos de ambos 0s produtos, entre outras vantagens, que

0 uso do dispositivo oferece.

Diante do exposto e com base na literatura citada, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar protocolos de sincronizagdo do estro em marrds com a utilizagdo de um
dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona (DILLP4) ou com um
progestageno, a fim de avaliar os niveis plasmaticos de progesterona e os parametros

reprodutivos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CICLO REPRODUTIVO

O suino domeéstico € considerado uma espécie poliéstrica anual, ou seja,
apresenta ciclos estrais durante todo o ano e somente a prenhez ou alguma disfungéo
enddcrina interrompem a ciclicidade (ANDERSON, 2004; MELLAGI et al., 2007;
SILVA et al., 2008; FRIES, 2010).

O ciclo estral tem média de 21 dias (com variacdo de 18-24 dias), é dividido em
duas fases, folicular (duracédo de 4-5 dias) e luteal (duracdo de 15 a 17 dias) (HUNTER,
1977; PTASZYNSKA, 2001; ANDERSON, 2004; FRIES et al., 2010), e em quatro
periodos: pro-estro, estro, metaestro e diestro.

A fase folicular é o periodo em que ha o inicio da regressdo do corpo luteo. Os
foliculos ovarianos se formam, desenvolvem-se e secretam quantidades crescentes de
estradiol o que resultara no estro, sendo esta fase dividida em pro-estro e estro. Esta fase
é controlada pelos horménios FSH e LH (GORE-LANGTON e ARMSTRONG, 1994;
PTASZYNSKA, 2001; SENGER, 2003; MELLAGI et al., 2007; FRIES et al., 2010). O
pré-estro tem uma duracdo de um a trés dias e nessa fase, ocorrem ndo sé alteracdes
anatdbmicas (exemplos: edema e hiperemia vulvar), como também mudangas nos
padrdes de comportamento (inquietacdo, monta sobre as outras fémeas, reducdo do
apetite) (MOREIRA, 2005; MELLAGI et al., 2007; SILVA et al., 2008; FRIES, 2010;
FRIES et al., 2010). Essas alteragdes acontecem devido ao elevado nivel de estradiol
que esta sendo produzido pelos foliculos ovarianos, o qual age sobre o sistema nervoso
central ocasionando feedback positivo sobre as gonadotrofinas (GORE-LANGTON;
ARMSTRONG, 1994, MELLAGI et al., 2007).

O estro tem em média uma duracdo de 50-60 horas, mas com amplitude de 24 a
72 horas (SOEDE, 1994, SOEDE, 1995, ANDERSON, 2004; MELLAGI et al., 2007;
SILVEIRA et al., 2008) podendo chegar a 96 horas em alguns casos (WEITZE, 1994).
O periodo de estro puberal normalmente é mais curto, média de 47 horas, do que
guando comparado ao cio em porcas adultas que € em média 56 horas (ANDERSON,
2004). E é nesta fase que ocorre a ovulacdo, ela acontece no terco final do estro,
normalmente de 20 a 36 horas ap0s o aparecimento dos primeiros sinais de cio
(MOREIRA, 2005; MELLAGI et al., 2007; SILVA et al., 2008; FRIES, 2010)
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Ap0s a ovulacdo, os odcitos permanecem aptos a fecundacdo por um periodo de
4 a 8 horas (SCHEID e WENTZ, 1994; BORTOLOZZO et al., 2005) sendo também
nesta fase do ciclo menos evidente as alteragbes anatbmicas, quando comparadas ao
pré-estro. No entanto as alteracbes de comportamento continuam sendo perceptiveis, a
fémea além de apresentar reflexo de tolerancia ao macho (RTM) sexualmente maduro,
ainda tenta montar sobre as outras fémeas. Esse evento ocorre em consequéncia do
elevado nivel de estradiol no pré-estro (MOREIRA, 2005; MELLAGI et al., 2007;
FRIES, 2010; FRIES et al., 2010).

A fase luteal é o periodo entre a ovulacéo até a regressao do corpo luteo (CL). A
principal estrutura ovariana nesta fase é o CL e a P4 é o hormdnio predominante.
Mesmo com a producdo de P4, os foliculos continuam crescendo e, posteriormente,
regridem, mas ndo produzem altas quantidades de estradiol (SENGER, 2003,
MELLAGI et al.,, 2007). A fase luteal ainda é dividida em metaestro e diestro
(SENGER, 2003; SILVA et al., 2008; FRIES, 2010; FRIES et al., 2010). No metaestro,
que tem duracdo de dois a trés dias, as concentracdes de estrdgeno chegam a niveis
basais e os corpos hemorragicos (originados dos foliculos ovulatérios) comecam a
produzir P4 (MELLAGI, 2007; SILVA et al., 2008; FRIES, 2010; FRIES et al., 2010).
O diestro se mantém por sete a doze dias, podendo durar até 14 dias e é caracterizado
pela producdo de niveis maximos de P4 nos dias 12 a 15 do ciclo. A regressao luteal
tem inicio no dia 15 a 16 do ciclo com a P4 atingindo niveis basais nos dias 17 a 18 do
ciclo, caracterizando o reinicio do ciclo (MELLAGI et al., 2003; SILVA et al., 2008;
FRIES, 2010; FRIES et al., 2010).

2.2 PUBERDADE E PREPARO DA MARRA

A fémea suina geralmente atinge a puberdade entre 150 e 220 dias de idade, sendo
esta variacdo dependente de muitos fatores, incluindo o tempo de contato com o
cachaco, condicdo corporal, alimentacdo e ambiente. Posteriormente a puberdade, o
ciclo estral varia entre 18-24 dias e a maioria das fémeas sdo inseminadas no 2° ou 3°
cio apos a puberdade, dependendo de sua condigdo corporal. Apos a inseminagao, caso
haja a fecundagdo, segue o periodo gestacional que varia de 114-116 dias de duragéo.
Apbs o parto, a fase de lactacdo pode durar de 16 a 40 dias, periodo este que depende do
sistema de producéo e da legislacdo, mas em media essa fase tem duracdo de 21 dias
(FONTES & RODRIGUES, 2014).
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2.3 PERFIL HORMONAL DA PROGESTERONA

Ha muitos anos o comportamento das variacGes da concentracdo plasmatica de
P4 vem sendo estudada. No inicio da fase lGtea, imediatamente ap6s a ovulagéo, é
possivel observar um aumento inicial no dia 3 ou 4 do ciclo estral, sendo o estro
considerado o dia 1, ou seja, as concentracdes periféricas de P4 sdo minimas e 0s
foliculos antrais maiores estdo praticamente ausentes nos ovarios devido a maiores
concentracOes de estrogeno e inibina antes da ovulagdo. O pico de LH também inicia as
mudancas foliculares que resultam na ovulagdo e luteinizagdo da parede do foliculo,
provocando a producéo de progesterona (STANBENFELDT et al., 1968; SOEDE et al.,
1994).

Com o desenvolvimento do corpo luteo (apds a ovulagdo) as concentracBes
periféricas de P4 circulante elevam-se, ocorrendo um répido aumento até os dias 7-8 e
um aumento mais lento até o dia 14-15, considerando um ciclo de 20 dias. Os niveis
mais altos de P4 ocorrem durante a fase lutea, por volta de 35ng/mL. Devido a lutedlise
h& uma queda nos niveis de P4 apés o dia 15, sendo na maioria dos casos uma queda de
30 vezes em um periodo de 48 horas. Os niveis de P4 permanecem baixos (cerca de O-
0,5ng/mL) por cerca de 7 dias durante a fase de crescimento folicular e ovulagdo. Um
intervalo de tempo bastante coerente (sete dias) foi observado entre os declinios na
concentracdo de P4 e o inicio do estro. Os altos niveis de P4 circulante nas marras
podem suprimir o desenvolvimento folicular de maneira suficiente durante a fase lUtea,
de modo que seja necessaria uma semana entre a regressdo do CL e a ovulagdo
(STANBENFELDT et al., 1968; ANDERSON, 2004).

24 METODOS HORMONAIS PARA SINCRONIZAQAO DO ESTRO EM
MARRAS

No contexto produtivo e reprodutivo, um método eficaz para o preparo dessas
futuras matrizes é a sincronizagdo do estro que reduzird a mao de obra necessaria para a
deteccdo do estro, reduzindo o niumero de marras de reposicao facilitando a inseminagéo
artificial e, consequentemente, melhorando a sincronizacdo e homogeneizagdo dos
grupos de pari¢do. (FOXCROFT, 2002). Este manejo objetiva a formacdo de lotes
contemporaneos de gestacdo, resultante de fémeas inseminadas dentro de um
determinado periodo. A utilizacdo de P4 e seus analogos sintéticos no protocolo de
sincronizacdo do estro atuam inibindo a secrecdo das gonadotrofinas (FSH e LH) pela

hipofise. Uma vez suspenso o tratamento, as gonadotrofinas voltam a ser liberadas,
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estimulando rapido e sincronico crescimento de uma nova onda folicular (ANDRADE
etal., 2014).

Estudos realizados h4 mais de cinco décadas envolvendo o uso de progestagenos
orais ndo apresentaram resultados satisfatorios, pois houve a formagdo de cistos
foliculares e diminuicdo da taxa de fertilidade no estro pés-tratamento (FIRST et al.,
1963). Alguns anos depois, um novo progestageno oral (Altrenogest, allyl trenbolone ou
RU-2267) hoje comercialmente conhecido como Regumate® (MSD Salde Animal)
mostrou resultados satisfatérios em relacdo a sincronizacdo do estro sem a formacao de
cistos foliculares ou queda na taxa de fertilidade (WEBEL, 1978, ROSSETO et al,
2014). Entretanto, quando testadas doses menores que 15 mg/dia por 18 dias houve a
estimulacéo de cistos foliculares ap0s a retirada do Altrenogest. (FOXCROFT, 2002). O
estdgio em qual o ciclo estral da fémea se encontra parece ndo ter afetado a
sincronizacao do estro, mas pode haver uma maior variacdo na resposta do tratamento
quando as marras estdo em pro-estro ou em estro no inicio do tratamento do que marras
em metaestro ou diestro porque o tratamento pode ndo alterar a duragé@o do ciclo estral
(FOXCROFT, 2002).

Pesquisas tém demonstrado a possibilidade da utilizagdo de um dispositivo
intravaginal desenvolvido e comercializado para pequenos ruminantes (CIDR®-G,
Zoetis). Diante da escassez de trabalhos que embasem qual a concentracdo de P4
necessaria para a sincronizacao do estro, quando utilizados dispositivos intravaginais de
liberacdo lenta de P4, foram entdo testados grupos com um e dois dispositivos por 7
dias em porcas e uma aplicacdo de prostaglandina F2alfa (PGF2 alfa), dois grupos
receberam dois e um dispositivos, respectivamente, e uma aplicacdo de PGF2 alfa na
retirada do dispositivo e os animais de um terceiro grupo receberam 2 dispositivos. A
partir dos resultados foi mostrado que a utilizacdo do dispositivo por um periodo de sete
dias seguido de uma aplicacdo de prostaglandina F2 alfa (PGF2a) € efetiva na

sincronizacao do estro em fémeas suinas (SUGANO et al., 2001).

2.5 EFEITOS DA PROGESTERONA NO ENDOMETRIO

O hormoénio esteroide P4 desempenha uma importante funcdo em eventos

reprodutivos associados ao estabelecimento e manutencdo da gestacdo em diversas
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especies. O crescimento e desenvolvimento do concepto demanda a agdo da P4 no Utero
para a regulacdo da fungdo endometrial, incluindo interagdes materno-fetais,
reconhecimento da gestacdo e receptividade uterina para a implantacdo, apesar dessa
importancia, paradoxalmente o epitélio endometrial deixa de expressar receptores de P4
antes da implantacdo em todos os mamiferos estudados (BAZER et al., 2009).
ConcentracGes elevadas de P4 circulantes imediatamente apds o periodo de
concepcao estdo associadas ao avanco na elongacao do concepto, e em bovinos e ovinos
hd um aumento na producdo de interferon-tau (IFN-tau) e maiores taxas de gestacao
(DISKIN; MORRIS, 2008). A perda dos receptores de P4 no epitélio uterino parece ser
um pré-requisito para o reconhecimento materno da gestacdo e para o desenvolvimento
do concepto no inicio da gestacdo, assim como para a proliferacdo de células epiteliais e
funcBes diferenciadas como direcionadas por fatores especificos (progestamedinas)

produzidos por células estromais receptoras positivas para de P4 (BAZER et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

Com base na literatura apresentada, o experimento foi realizado com os seguintes

objetivos:
3.1 OBJETIVO GERAL

3.1.1 Avaliar os efeitos do uso do DILLP4 na sincronizacdo do estro, na
concentracdo plasmatica de progesterona e no desempenho reprodutivos de marrés

puberes.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar os efeitos do uso do DILLP4 em relagéo:
3.2.1 Ao intervalo entre final do tratamento e inicio do estro em marras puberes.
3.2.2 Ao momento da ovulacdo em marrds puberes
3.2.3 As taxas de prenhez e de fertilidade em marras plberes
3.2.4 Ao tamanho e peso do Gtero aos 28 dias de gestacdo em marrds puberes
3.2.5 A concentracdo plasmatica de progesterona em marras puberes
3.2.6 A viabilidade embrionaria aos 28 dias de gestacdo em marras puberes
3.2.7 Ao tamanho e peso dos corpos luteos aos 28 dias gestacdo em marras puberes

3.2.8 Ao tamanho e peso das vesiculas embrionarias e dos embrides aos 28 dias

gestacdo em marrds puberes

3.2.9 A quantidade e tamanho das glandulas endometriais aos 28 dias gestacdo em

marrds puberes
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4. HIPOTESES

Com base na literatura apresentada, o experimento foi realizado com as seguintes

hipoteses:

3.1 A utilizacdo do DILLP4 ndo influencia o intervalo entre final do
tratamento e inicio do estro em marrds puberes quando comparado aos grupos
Controle e Altrenogest.

3.2 O momento da ovulacdo ndo é alterado pela utilizacdo do DILLP4 em
marras puberes.

3.3  As taxas de prenhez e fertilidade ndo sdo afetadas negativamente pela
utilizacdo do DILLP4 em marrds puberes.

3.4  Ouso do DILLP4 ndo influencia no tamanho e peso do Utero aos 28 dias
de gestacdo em marrds puberes quando comparados aos grupos Controle e Altrenogest

3.5 A concentracdo plasmaética de progesterona de marrds tratadas com
DILLP4 néo difere do grupo controle.

3.6 A viabilidade de embrides aos 28 dias de gestacdo em marrds puberes
ndo seré afetada negativamente pela utilizacdo do DILLP4.

3.7 O tamanho e peso das vesiculas embrionarias e 0os embrides aos 28 dias
de gestacdo oriundos de marrds puberes tratadas com DILLP4 é maior do que 0s

referentes aos grupos controle e Altrenogest.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 LOCAL

O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Suinos (LPS) do
Departamento de Nutricdo Producdo Animal pertencente a Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (FMVZ-USP) localizado no
Campus da USP “Fernando Costa”.

5.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado sendo cada

marrd considerada a unidade experimental.

Figura 01. Esquema experimental das analises das amostras

- —

Inicio da IAChees
rufiagdo cada 242
G2: Protocolo
hormonal e IA
Enicio da IAChr e n
rufiago cads 24
G3: Protocele
hormonal ¢ IA
facao da IAOhr e n
rufiacio cada 24he

5.3 ANIMAIS

Foram utilizadas 30 marrds com 220 + 20 dias de idade e 120 quilos,
aproximadamente. Estas foram submetidas a manejo nutricional e sanitéario idénticos e
ficaram alojadas nas dependéncias do LPS-FMVZ/USP. As marrds foram alojadas em
gaiolas individuais com metragem de 1,32 mZanimal, providas de comedouro,
bebedouro tipo chupeta e piso parcialmente ripado. Durante o periodo experimental os
animais receberam uma dieta basal seguindo recomendagdes do Tabelas Brasileiras
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(ROSTAGNO et al, 2017). O consumo estabelecido foi de acordo com o peso do animal
variando de 2 a 2,5 kg/animal/dia. O arragoamento foi realizado duas vezes ao dia, as
7:00 e 13:00 horas.

5.4 PROTOCOLO HORMONAL
As fémeas nuliparas foram homogeneizadas de acordo com peso e nimeros de
estro; a fim de dar origem a trés grupos, a saber: GC (n=10) Grupo Controle, GA (n=10)

Altrenogest e GD (n=10) Dispositivo intravaginal de Progesterona.

5.5 COLETAS DE SANGUE E DOSAGEM DE PROGESTERONA

Os implantes de progesterona e o Altrenogest foram utilizados por 18 dias
seguidos. As amostras de sangue foram coletadas por meio de contencao fisica e puncgédo
da veia jugular externa com uso seringa de 10 mL e agulha (40x12mm) nos momentos:
D-1 (1 dias antes do inicio do tratamento), DO (inicio do tratamento), D2, D4, D6, D8,
D10, D12, D14, D16, D17 (retirada do tratamento) e D18 (24 horas apds o término do
tratamento). Apés a coleta, o sangue foi transferido para tubos contendo EDTA
(vacutainer®) e refrigerados por 40 minutos e depois centrifugado (centrifuga 206/2-
BL, Fanem, Brasil) a 1500g por 10 minutos, o plasma foi aliquotado em microtubos
plasticos de 1,5mL, em duplicata. O material foi identificado e depois congelado a -
20°C para posterior dosagem de P4.

As amostras de plasma foram submetidas a dosagem das concentracdes
plasmaéticas de progesterona utilizando-se um “kit” comercial de radioimunoensaio em
fase solida, sequindo as recomendagdes do fabricante (RIE progesterone® - Beckman
Coulte) no Laboratério de Dosagens Hormonais, pertencente ao Departamento de
Reproducgdo Animal da FMVZ/USP. A sensibilidade do teste foi de 0,05ng/mL.

5.6 INTERVALO ENTRE O FIM DO TRATAMENTO E INICIO DO ESTRO

Apds a retirada do tratamento hormonal, iniciou-se o reflexo de tolerancia ao
macho e ao homem. As fémeas foram consideradas em estro quando as mesmas

apresentaram comportamento caracteristico de estro, com ou sem prévia de edema e
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hiperemia vulvar, e 0 momento no qual esses reflexos ndo foram mais apresentados.
Fémeas que ndo apresentaram o estro no periodo de 7 dias apos a retirada do tratamento
foram eliminadas do experimento. Trés (3) fémeas foram eliminadas do experimento,

uma de cada grupo.

5.7 DETECCAO DO ESTRO E INSEMINACAO ARTIFICIAL

A detecgédo do estro foi realizada por meio do passeio do macho sexualmente
maduro, duas vezes ao dia durante quinze minutos, associado ao exame clinico-
comportamental por meio do reflexo de tolerancia ao macho e ao homem.

Todas as fémeas, independente do seu tratamento, foram inseminadas no
momento O (reflexo de tolerancia ao homem observado pela primeira vez na presenca
de um macho sexualmente maduro) e repetida a cada 24 horas até o final do estro. As
inseminagOes foram realizadas com a pipeta golden gilt (inseminacdo transcervical) com
a dose de 3 x 10° espermatozoides em 100 mL na presenca de um macho sexualmente
maduro. As doses de sémem foram avaliadas em todos os momentos antes das

inseminagdes, sendo somente utilizadas doses com motilidade total acima de 70%.

5.8 INTERVALO ESTRO-OVULACAO

Para a determinacdo do momento da ovulagdo foi realizada ultrassonografia
transabdominal a cada 8 horas (8:00 h, 16:00 h e 00:00 h), esta foi iniciada a partir da
observacdo do estro comportamental. A presenca de foliculos e a determinacdo do
momento da ovulagdo foram realizadas através do uso de um aparelho de
ultrassonografia Falcon 100® probe convexa 3,5MHz (Pie Medical®, Philipsweg -
Bélgica).

No momento do exame a superficie de contato do transdutor foi coberta com gel
(carboximetilcelulose) para garantir a propagacdo do som, e este foi posicionado nos
flancos direito e esquerdo, aproximadamente no ponto médio entre a articulagdo
femuro-tibio-fibulo-patelar e a Gltima costela, 10 centimetros acima do Ubere. Foi
considerado como pontos de referéncia para a localizagdo dos ovarios, a bexiga, na
posicao caudal, e as alcas intestinais, na posicéo cranial (VIANA, et al., 1999).

O momento da ovulacdo foi definido quando, ao exame ultrassonografico

nenhum foliculo em tamanho pré-ovulatério (8 — 10mm) foi encontrado ou quando o
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numero de foliculos foi menor que no exame anterior. O diagnostico de gestacdo foi
realizado aos 21 dias ap6s a ovulacao por meio de exame ultrassonogréfico (VIANA, et
al., 1999).

5.9 TAXA DE PRENHEZ

Aproximadamente 21 dias ap6s o momento da ovulacdo foi realizado o
diagndstico de gestacdo por meio da avaliagdo ultrassonogréfica (Falcol00® probe
convexa 3,5MHZ, Pie Medical®, Philipsweg — Bélgica) por via transcutanea. A taxa de
prenhez se deu pela razdo entre o numero de fémeas inseminadas e pelo nimero de

fémeas gestantes.

5.10 TAXA DE FERTILIDADE

As fémeas foram abatidas no dia 29 + 1 de gestacao para a realizacdo da taxa de
fertilidade. Para tanto, as marrds inseminadas foram insensibilizadas por meio de
eletronarcose com choque elétrico de alta voltagem e baixa amperagem, seguido por
sangria de no minimo trés minutos para a coleta do Utero no abatedouro escola da
Universidade de Sdo Paulo campus USP “Fernando Costa”. A taxa de fertilidade foi
calculada pela proporcao de fetos recuperados em relacdo ao nimero de corpos luteos

de cada fémea.

5.11 TAMANHO E PESO DO UTERO

Apbs a retirada dos uteros, estes foram identificados e armazenados
individualmente em sacos plasticos e transportados em caixas térmicas para 0
Laboratério de Patologia da Faculdade de Engenharia de Alimentos e Zootecnia
localizado no Campus USP Fernando Costa para a realizacdo das andlises. Os Uteros
foram pesados em uma balanca e ent&o foi realizada a dissecacdo dos cornos uterinos.
Apos a total dissecagdo de ambos os cornos uterinos foi realizada a mensuragdo por
meio da distancia entre uma extremidade do corno a outra com a utilizacdo de fita

métrica.



31

5.12 TAMANHO E PESO DAS VESICULAS EMBRIONARIAS

O volume e o comprimento das vesiculas embrionarias foram analisados
individualmente. Para calcular o volume as vesiculas, estas foram abertas
individualmente sobre uma bandeja e todo o liquido alantoideano foi coletado. Esse
liquido foi transferido para um recipiente e entdo, pesado (Figura 10). O tamanho de
uma vesicula foi considerado como a medida entre duas faixas de necrose presentes na
parede uterina (WRIGHT et al., 2016).

5.13 TAMANHO E PESO DOS EMBRIOES

Apés a individualizacdo de suas respectivas vesiculas embrionarias, os embrides
foram pesados e mensurados de forma individual. Para a pesagem, estes foram
transferidos para uma placa de Petri e pesados em balanca analitica. Para a mensuracao
do tamanho foi realizada a medida “crown-to-rump”, que afere o comprimento entre o
0ss0 occipital e a base da cauda do embrido por meio da utilizacdo de um paquimetro

universal metalico (150mm — leitura de 0,05mm).

5.14 AVALIACAO DAS GLANDULAS ENDOMETRIAIS

Foram coletadas amostras para a analise histoldgica de trés regides do corno
uterino, Area 1, 2 e 3 sendo porgdo proximal, média e distal de um corno uterino,
respectivamente. Dentre cada area coletada, trés regides foram avaliadas; regido central,
central do embrido e lateral. Cada area correspondia ao local com implantacédo
embrionaria referente a localizacdo. Para as fémeas ndo gestantes, apenas um fragmento
de cada area foi coletada. As amostras coletadas tinham aproximadamente as dimensdes
de 3cm x 3cm. Apo6s as coletas do material, esses foram imediatamente estendidos,
mergulhados e armazenados durante 24 horas em solucdo de formaldeido 10%. Apds 24
horas os fragmentos foram transferidos para uma solucdo de alcool etilico a 70° GL,
processo que inicia a fixacdo das amostras. Apds a desidratacdo foram diafanizados em
benzol e incluidas em parafina, de modo a se obter os cortes transversais das regides

coletadas.

Os cortes histologicos foram corados segundo a técnica de hematoxilina de

Harris-eosina e examinados sob microscopia de luz, com o auxilio de um microscépio
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Nikon modelo Eclipse Ni-U 80i® (Nikon Instruments Inc., Melville NY), acoplado a
camara Nikon DigitalSight DS RI1® (Nikon Instruments Inc., Melville NY). Apos a
preparacdo das laminas foram capturados 3 campos para a contagem das glandulas
endometriais, utilizando amostragem aleatoria sistematica. A analise das glandulas
endometriais foi realizada por meio de um sistema analisador de imagem software
ImageJ 1J 1.46r (RASBAND; FERREIRA, 2012) com objetiva de aumento de 10 x.

5.15 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no presente experimento foram analisados com prévia
verificagdo da normalidade dos residuos e homogeneidade das varidncias. Os dados
originais ou transformados foram submetidos a andlise de variancia (PROC GLM)
empregando-se o programa SAS, 2013. A taxa de prenhez foi analisada pelo teste qui-
quadrado. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, e cada marrd foi
considerada uma unidade experimental. Considerou-se o nivel de significancia de 5 %.

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média
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6. RESULTADOS

Nesta secdo encontram-se descritos os resultados do presente estudo.

6.1 INTERVALO FINAL DO TRATAMENTO - INICIO DO ESTRO, DURAC}AO
DO ESTRO E MOMENTO DA OVULACAO

Os resultados referentes ao intervalo entre o final do tratamento e inicio do estro,
duracdo do estro e momento da ovulacdo (apds o inicio do estro) estdo descritos na
Tabela 1. E possivel observar que as fémeas do grupo DILLP4 apresentaram menor
intervalo entre o final do tratamento e o inicio do estro (p<0,0001) em comparacdo ao
grupo Altrenogest. Ndo houve influéncia na duracdo do estro e momento da ovulagédo
entre os diferentes tratamentos estudados (p=0,6910 e p=0,0139, respectivamente).
Tabela 1 - Avaliagdo do efeito da utilizagdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno sobre o

intervalo final tratamento — inicio do estro (horas), duragdo de estro (horas) e momento da ovulagdo
(horas)

Controle Altrenogest DILLP4 Valor p

Intervalo final tratamento - estro . 156 + 6,322 66 +9,67" <0,0001

Duracéo do estro 42 +5,07 46,66 + 5,07 39,42 £ 8,16 0,6910
Momento da ovulagdo

(Apos inicio do estro) 40 + 3,022 33,77 £ 3,472 22,66 + 4,34° 0,0139

Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019).
Diferentes letras sobrescritas indicam diferencas significativas (P < 0,05).

6.2 DINAMICA FOLICULAR E PRESENCA DE CISTOS OVARIANOS

A partir da utilizagdo da ultrassonografia transabdominal que foi realizada com
um intervalo de 8 horas desde o inicio do estro e até o momento da ovulacdo, foi
possivel obter os resultados referentes ao tamanho dos foliculos (mm) e a porcentagem
de presenca de cistos ovarianos que estdo descritos na Tabela 2. Ndo houve influéncia
do tratamento em relacdo ao tamanho dos foliculos (p>0,05) e presenca de cistos
ovarianos (0,9992)

Tabela 2 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno sobre a
dindmica folicular (mm)

T1 T2 T3

08:00 16:00 00:00 Valor P
Controle 3.04+ 026 414+027 433+024 0.4101
Altrenogest 3,52 + 0,29 3,51 + 0,25 443+190 0,1849

DILLP4 3,51+0,16 4,20 £0,35 4,14+ 0,38 0,8318
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Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019).

Tabela 3 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno sobre a
porcentagem de presenca de cisto ovariano

Controle Altrenogest DILLP4 Valor de p

Cisto ovariano 0 0 22,22 0.9992
Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019).

6.3 TAXA DE PRENHEZ

A caracteristica taxa de prenhez foi avaliada a partir do teste exato de Fisher. O
grupo Controle e DILLP4 n&o diferiram (p = 0.1534) sendo a taxa de prenhez 66,66%
(6/9) e 22,22% (2/9), respectivamente. Quando comparados os grupos Altrenogest e
Controle, ndo houve diferenca (p=0,2059) onde a taxa de prenhez foi de 100% (9/9) e
66,66% (6/9), respectivamente. Mas, quando analisados 0s grupos Altrenogest e
DILLP4 houve influéncia do tratamento (p=0,0023) com taxa de prenhez de 100% (9/9)
e 22,22% (2/9), respectivamente.

6.4 TAXA DE FERTILIDADE E VIABILIDADE EMBRIONARIA

A utilizacdo do DILLP4 néo influenciou o namero de corpos lateos (p=0,67), o
total de embrides (p=0,0501), os embrides viaveis (p=0,12) e a taxa de fertilidade
ajustada (p=0,08). Porém, para a taxa de fertilidade (p=0,03) houve diferenca estatistica
entre 0s grupos, onde as fémeas do grupo Altrenogest tiveram uma maior taxa de
fertilidade (Tabela 4).
Tabela 4 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno sobre o

namero de corpos lateos, nimero total de embrifes, nimero de embrides viaveis, taxa de fertilidade e taxa
de fertilidade ajustada

Controle (n=6) Altrenogest (n=9)  DILLP4 (n=2) Valor p

N° Corpos luteos 16,16 £ 0,98 16,44 +0,74 17,50 £ 0,50 0,6702

Total embrides 10,66 £ 1,96 15,00 £ 0,70 16,00 + 2,65 0,0501
Embrides Viaveis 10,66 + 1,96 14,00 +£ 0,78 15,50 £ 3,12 0,1297

Taxa de Fertilidade 65,15 + 10,822 91,02 +2,81%® 91,45 + 0,502 0,0317
Taxa de Fertilidade Ajustada 100 96,45 + 1,26 96,87 0,0881

Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019)
Diferentes letras sobrescritas indicam diferencas significativas (P < 0,05).
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6.5 TAMANHO E PESO DO UTERO

A partir da pesagem e mensuracdo do utero foi possivel obter os resultados que
estdo descritos na Tabela 5. N&o foi observado nenhum efeito dos tratamentos em
relagdo ao peso do Utero, tamanho total do Utero e tamanhos dos cornos uterinos direito

e esquerdo.

Tabela 5 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno sobre o peso
do utero (Kg), Tamanho do Gtero (cm), tamanho do corno direito (cm) e tamanho do corno esquerdo (cm)

Parametro Controle Altrenogest DILLP4 Valor P

Peso utero 4,80£0,75 4,54 +0,33 5,97 +0,15 0,4638
Tamanho Gtero 276,46 = 24,30 305, 77 £ 33,99 309 £ 93 0,8852
Tamanho Corno direito 137,98 £ 10,34 154,72 +19,36  155,15+54,76  0,8370
Tamanho Corno esquerdo 138,48 + 14,86 141 + 12,67 153,75+ 38,25  0,8882

Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019)

6.6 TAMANHO E PESO DOS EMBRIOES

Resultados obtidos a partir da avaliagdo do tamanho e peso dos embrides estéo
descritos na Tabela 6. Observou-se uma tendéncia para o tamanho das vesiculas serem
maiores nos animais que receberam o DILLP4 (p=0,094), porém nos demais parametros
foi observado efeito do tratamento. Os embrides do grupo DILLP4 foram maiores e
mais pesados (p<0,05) do que os demais grupos. Em relacdo ao peso das vesiculas
embrionarias, apesar da diferenca estatistica, os grupos Controle e Dispositivo foram
similares, sendo o grupo Altrenogest com o menor valor.
Tabela 6 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestdgeno sobre o

tamanho dos embrifes (cm), peso dos embries (g), peso da vesiculas embrionérias (g) e tamanho das
vesiculas embrionarias (cm)

Pardmetros Controle Altrenogest DILLP4 Valor P
Tamanho Embrides (cm) 2,24 +£0,01% 2,14 + 0,008° 2,33+0,02° <0,0001
Peso Embrides (g) 1,67 +0,05% 1,37 £ 0,02° 1,96 £ 0,062 <0,0001
Peso Vesiculas (g) 273,71 + 8,412 218,87 £5,32° 274,10 + 9,372 <0,0001
Tamanho Vesiculas (cm) 19,03 + 0,60 18,50 + 0,64 21,20+ 1,47 0,0942

Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019)
Diferentes letras sobrescritas indicam diferencas significativas (P < 0,05).



36

6.7 AREA E QUANTIDADE DAS GLANDULAS ENDOMETRIAIS

Os resultados obtidos a partir da mensuracdo da area das glandulas endometriais
estdo descritos na Tabela 7 e 8. Para as caracteristicas area glandular e quantidade de
glandulas endometriais por mm? ndo houve efeito de tratamento e de interagdo de

tratamento x area, apenas efeito de area.

Tabela 7 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno sobre a area
glandular (Lm?)

i Interagédo
Area Controle  Altrenogest Dispositivo Média . Tratamento
Trat. Area .
x area
Al 3762548,8 + 423004,89 3177835,40 + 3946521.39 +
x b
273278,69 213066,13 217063,83 15154909
A2 4349882,68 4050099,97 4455563,81 + 41996766.18 01920 00160 0.0864
= a 1 1 1
272894,90 20878708 403572,10  +153329,67
ng 400743850+ 90709035 406010679+ 4528727.34x
- a
222336,25 243473,34 280770,96 157864.42

Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019).
Diferentes letras sobrescritas indicam diferencas significativas (P < 0,05).

Tabela 8 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno sobre a
quantidade por mm? de glandulas endometriais

Area Controle  Altrenogest Dispositivo Média Trat Igtfer:gé_(:_rat « Area
Al 4%’2? 42”013;1' 431%‘;1' 45.86 + 1.60°
A2 362,,9121 42,276t 393,’6975t 4145 + 15,78b¢ 0,7419 0,0278 0,1607
A3 412”17881“ 401',37? 433';1; 41.06 + 1.39°

Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019).
Diferentes letras sobrescritas indicam diferencas significativas (P < 0,05).

6.8 DOSAGEM DE PROGESTERONA

Resultados obtidos a partir da dosagem plasmatica de progesterona estdo
apresentados na Tabela 9. No D-1 ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos
(p>0,05), porém no dia da colocacdo do dispositivo (DO) até o D4 a concentracdo
plasmatica de P4 foi maior (p<0,05) no grupo DLLP4 apresentando um leve aumento
nos niveis até D8 quando atingiu a concentracdo média maxima, seguido de queda até a
ultima dosagem. No D14 a concentracao foi estatisticamente menor (p<0,05) e no dia da
retirada do dispositivo tambeém.
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Tabela 9 - Avaliacdo do efeito da utilizacdo de diferentes fontes de progesterona/progestageno em relacdo a
concentragdo plasmatica de progesterona (ng/mL) circulante em diferentes momentos

Dia Controle DILLP4 Valor P
-1 2,55+ 1,47 8,74 £ 3,02 0,0905
0 1,69 +1,36° 10,05 + 2,482 0,0004
2 2,97 +1,78° 15,95 + 2,982 0,0002
4 6,51 +1,81° 15,01 + 2,692 0,0145
6 10,43 + 2,58 16,14 + 3,30 0,1945
8 19,02 + 3,44 16,03 £ 2,79 0,3847
10 16,94 + 1,74 13,20 + 3,06 0,1423
12 13,89 +2,43 8,94 + 2.83 0,2806
14 15,58 + 1,842 2,48 +0,51° <0,0001
16 10,78 £ 2,77 3,16 + 1,27 0,0511
17 7,36 £2,118 1,87 +0,92° 0,0313
18 6,33 +2,11 1,67 £0,83 0,0570

Fonte: (RAVAGNANI, G. M., 2019).
Diferentes letras sobrescritas indicam diferencas significativas (P < 0,05).
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7. DISCUSSAO

A utilizacdo de dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona é
muito utilizado em protocolos de inseminacéo artificial em tempo fixo, utilizados em
bovinos com a finalidade de proporcionar maior taxa de fertilidade, devido ao tempo de
duracdo do dispositivo, 0 que pode proporcionar um maior periodo para o crescimento
do foliculo dominante, garantindo a ovulagédo de foliculos com maior didmetro e maior
ovulagdo (MANTOVANI et al., 2005; SA FILHO et al., 2010) e, conseqilentemente,
gerar corpo liteo maior e com maior capacidade de sintese de P4 (MANTOVANI et al.,
2005).

Neste estudo foi avaliado a utilizacdo do dispositivo intravaginal de liberagdo
lenta de progesterona em marras puberes a fim de investigar mais a fundo os efeitos
dessa biotecnologia frente a alguns parametros ndo sé relacionados a sincronizacdo do
estro como também em pardmetros reprodutivos, perfil de liberagdo da progesterona e
alguns aspectos relacionados as glandulas endometriais. Os trabalhos disponiveis na
literatura que tenham estudado um dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de

progesterona desenvolvido para a espécie suina sdo praticamente inexistentes.

E possivel encontrar estudos que testaram dispositivos desenvolvidos e
comercializados para pequenos ruminantes com taxas aceitaveis de sincronizacdo do
estro. Sugano et al (2001) estudaram a eficacia de 1 e 2 dispositivos comercial para
pequenos ruminantes (CIDR G®, Zoetis) seguido ou ndo de uma aplicacdo de PGF2a
durante sete dias em marrds puberes. Os resultados mostraram que o protocolo CIDR
G® por sete dias seguido da aplicagdo de PGF2a na submucosa vulvar foi efetivo na
inducdo do estro em suinos e com um intervalo mais curto entre o final do tratamento e
inicio do estro (2 - 4 dias) quando comparamos com resultados de fémeas sincronizadas
com altrenogest (Regumate®, MSD Saude Animal) que pode variar de 5 a 7 dias
(MARTINATT-BOTTE et al., 1995).

Neste estudo, apesar da PGF2a ndo ter sido utilizada, o grupo DLLP4 também
apresentou um menor intervalo entre o final do tratamento e inicio do estro quando

comparado ao grupo Altrenogest (p<0,0001).

O papel que a P4 desempenha na maturacao de odcitos de mamiferos e o seu
potencial impacto na qualidade do odcito ainda ndo esta bem definido. Apesar disso,
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observa-se melhora no desempenho reprodutivo, incluindo uma maior taxa de ovulacao,
melhor sincronizacdo do estro e uma maior taxa de sobrevivéncia embrionaria
(LONERGAN, 2011). Porém, quando utilizado dispositivo intravaginal de liberacdo
lenta de P4, ndo foi possivel observar essa influéncia na duracdo do estro. Mas quando
avaliado o intervalo final do tratamento — inicio do estro e 0 momento da ovulagéo, o
grupo DLLP4 apresentou menores valores, o que se pode sugerir uma metabolizagéo
mais rapida desse hérmonio e consequentemente recrutamento e ovulagdo dos foliculos
mais rapida.

A concentracdo de P4 no inicio do protocolo € importante para diminuir a
frequéncia de pulso de LH e causar regressédo folicular que depende das gonadotrofinas
para seu desenvolvimento (GOODMAN; KARSH, 1980). Elevadas concentragGes de
P4 nos primeiros dias pos fertilizacdo foram associadas com um maior elongamento do
concepto (CARTER et al., 2008). No entanto, o dispositivo de P4 ndo foi tdo eficaz na
regulacdo da fisiologia e do sistema enddcrino, o que resultou em taxas de prenhez
menores apos o tratamento. Mas quando se analisa os resultados de taxa de fertilidade,
pode-se afirmar que tanto o tratamento com dispositivo ou com Altrenogest (p=0,03)
foram benéficos quando comparados as marras que ndo receberam nenhum tratamento
hormonal.

Alta taxa de ovulacédo e leitegadas mais numerosas sao algumas caracteristicas
das porcas modernas (TOWN et al., 2004). No entanto, leitoas apresentam uma menor
taxa de ovulacdo média em relacdo as porcas (BELSTRA, 2003), fato este que pode
implicar em diferentes relacdes entre a taxa de ovulacdo e caracteristicas embrionarias
durante a gestacdo quando comparadas as porcas. Da Silva et al. (2017) afirmaram que a
taxa de ovulacdo esta relacionada significativamente com o total de embrides e que,
leitoas com uma maior taxa de ovulacdo apresentaram uma maior incidéncia de
mortalidade embrionaria precoce, e em menor grau, mortalidade tardia embrionéria.
Este fato ndo foi identificado quando utilizado o dispositivo intravaginal de liberacéo
lenta de P4, a taxa de ovulacdo foi numericamente maior no grupo DLLP4 seguido dos
grupos Altrenogest e Controle, o que possibilita sugerir que a P4/Analogos podem
exercer uma influéncia nessa caracteristica.

A relacédo entre 0 aumento da mortalidade embrionéaria precoce é provavelmente
devido a um aumento na heterogeneidade dos embrides por conta de um aumento da
heterogeneidade no pool de foliculos ovulatérios e odcitos em porcas com maiores taxas

de ovulagbes, o que leva entdo a um maior nimero de embrides com capacidade de
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desenvolvimento sub-6tima (GEISERT et al., 1982; POPE et al., 1990). Porém, marras
tém uma menor média de taxa de ovulacdo do que as porcas multiparas (BELSTRA,
2003), o que poderia acarretar diferentes relagbes entre a taxa de ovulacdo e
caracteristicas embrionarias durante a gestacdo nessas duas diferentes categorias. Nesse
caso € possivel afirmar que em marrds nao houve influéncia (p<0,05) do DLLP4 em
relacdo ao numero de corpos liteos e no numero total de embrides em relagdo aos
demais tratamentos.

Um aumento na taxa de ovulacdo também foi relacionado com uma diminuicéo
no tamanho da area de implantacdo e no tamanho das vesiculas dos embrides viaveis em
porcas multiparas aos 35 dias de gestacdo (DA SILVA et al., 2016), indicando uma
mudanca no ambiente uterino ja nesta fase de gestacdo. Além disso, terapias hormonais
para a sincronizacdo do estro tém demonstrado melhora no desempenho reprodutivo,
incluindo uma maior taxa de ovulacdo (KOUTSOTHEODOROS et al., 1998), melhor
sincronizagio do estro (MARTINAT-BOTTE et al., 1995) e uma maior taxa de
sobrevivéncia embrionaria (PATERSON et al., 2004).

Concentracbes elevadas de P4 no periodo imediato pos fertilizacdo foram
associadas com um maior elongamento do concepto (CARTER et al., 2008). Essa
influéncia da concentracdo de P4 no concepto tem sido demonstrada em bovinos e
ovinos. Esse efeito provavelmente ocorre como resultados dos efeitos que a P4 induz na
expressao génica no Utero (FORDE et al., 2009) resultando em alteracbes na
composicdo do histotrofo ao qual o embrido em desenvolvimento estd exposto. O
histotrofo pode ser definido como o fornecimento de nutrientes por meio de secrecoes
glandulares do oviduto ao Utero, e representa a forma inicial de nutricdo para os
conceptos em todas as espécies, antes da placentacdo (WOODING; BURTON, 2008).

Entretanto, a influéncia que tratamentos hormonais com P4 desempenham nos
embrides suinos ainda é desconhecida, mas fica evidente a diferenca no tamanho e peso
dos embrides do grupo Dispositivo que consequentemente resultaram em vesiculas
embrionarias mais pesadas, podendo ser sugerido que ha influéncia. Porém, mais
pesquisas seriam necessarias para embasar essa hipotese.

Ainda no ambiente uterino, as glandulas endometriais desempenham uma
importante funcdo durante a gestagdo. Embora elas sejam conhecidas por se
proliferarem principalmente durante a fase folicular (GRAY et al., 2001a), também ha
hiperplasia dessas estruturas durante a gestacdo em ovelhas, bovinos e suinos (GRAY et

al., 2001a), o que pode sugerir a influéncia da P4 nessa proliferacdo glandular. Perry e
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Rowell (1969) relataram que com o aumento no numero de embrides, os localizados na
regido anterior do final do Utero tenderam a crescer mais e foram de 5 — 10% mais
pesados que os implantados na regido média do Gtero. O mesmo ocorreu com 0S
embrides localizados mais proximos ao corpo do Utero. No entanto, ndo foi observada
influéncia do tratamento hormonal em relacdo a quantidade e area das glandulas
endometriais.

As glandulas uterinas mostraram-se essenciais para 0 crescimento e
sobrevivéncia dos embrides em ovinos (GRAY et al., 2001b, c) e no crescimento dos
conceptos suinos e poderiam estar diretamente relacionados com a proporcao de epitélio
glandular em diferentes regi6es do Utero. Contudo, o tratamento com dispositivo de P4,
ndo influenciou a quantidade e nem a &rea das glandulas endometriais.

Para a dosagem da concentracdo de progesterona, foi possivel mensurar apenas a
dos grupos Controle e DLLP4 visto a dificuldade e auséncia de métodos consistentes
para identificar o produto gerado a partir da metabolizagdo de uma progesterona
sintética. O dispositivo foi efetivo em manter a fase estral do ciclo bloqueada. E
possivel observar um aumento na concentragdo plasmatica de progesterona nos
primeiros dias apos a inser¢do do dispositivo, atingindo o pico maximo no dia 6 com
queda significativa a partir do dia 14. A concentracdo de progesterona liberada pelo
DLLP4 durante os tratamentos permitiu que ocorresse o desenvolvimento folicular
ovariano de maneira tipica sendo efetivo em manter a fase estral do ciclo bloqueada
apesar dos niveis plasmaticos de P4 terem sido menores aos encontrados na literatura
(STANBENFELDT et al., 1968). Ap0s a retirada do dispositivo, a P4 sérica diminuiu,
mas ainda assim em concentra¢cBes um pouco mais elevadas do que as fisioldgicas

detectadas na fase luteal.

Em ovelhas, Dias et al., (2015) sugeriram que menores concentracdes de P4 no
ciclo estral resultam da falta de influéncia da P4 advinda de dispositivos. Concluindo
que dispositivos intravaginais de P4 podem causar um rapido aumento na concentracéo
de P4 que induz uma répida regressao folicular ovariana, mas diverge do perfil de P4
em circulacdo durante o ciclo estral fisioldgico, com implica¢fes ainda desconhecidas

para os futuros eventos reprodutivos.
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8. CONCLUSOES

- A utilizacdo do dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona diminui o
intervalo entre final do tratamento e inicio do estro em marrds paberes quando

comparado ao grupo Altrenogest.

- O momento da ovulacdo diminui pela utilizagdo do dispositivo intravaginal de
liberacdo lenta de progesterona em marras puberes.

- A taxa de prenhez ¢ afetada negativamente pela utilizacdo do dispositivo intravaginal

de liberacdo lenta de progesterona em marras puberes, porém a taxa de fertilidade nao.

- O uso do dispositivo intravaginal de liberagéo lenta de progesterona ndo influencia no
tamanho e peso do Gtero aos 29 + 1 dias de gestacdo em marrds puberes quando

comparados aos grupos Controle e Altrenogest.

- A concentracdo plasmatica de progesterona de marrds tratadas com dispositivo
intravaginal de liberacdo lenta de progesterona difere em alguns momentos do grupo

controle.

- A utilizagdo do dispositivo intravaginal de liberacdo lenta de progesterona ndo afeta
negativamente a viabilidade de embrides aos 29 * 1 dias de gestacdo em marrds

puberes.

- O tamanho e peso das vesiculas embrionarias e os embrides aos 29 + 1 dias de
gestacdo oriundos de marras puberes tratadas com dispositivo intravaginal de liberacédo

lenta de progesterona € maior do que os referentes aos grupos controle e Altrenogest.
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