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RESUMO

SANTIN, T. Emprego de dispositivos vaginais de Unico uso (mono dose) ou de
trés usos para liberacdo sustentada de progesterona em vacas de corte: testes
in vitro, in vivo e de dindmica folicular. [Use of single-use vaginal devices (single
dose) or three uses for sustained release of progesterone in beef cows: in vitro tests,
in vivo and follicular dynamics]. 2013. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo,
Pirassununga, 2013.

Este trabalho teve como objetivo comparar a eficiéncia de dois dispositivos
intravaginais de progesterona (P4) comerciais constituidos de matriz de silicone, um
contendo um grama (g) de progesterona (Cronipres® de 3usos, Biogénesis Bago,
Argentina) e outro contendo 0,558 g de P4 (Cronipres® Mono Dose M-24, Biogénesis
Bagd, Argentina). O presente estudo foi dividido em trés experimentos: O primeiro
comparou a cinética de liberacdo de P4 (Teste in vitro). O segundo, avaliou as
concentragdes plasmaticas de P4 em vacas ovariectomizadas (Teste in vivo). No
terceiro, vacas multiparas ciclicas passaram por um protocolo de sincronizacdo da
ovulagcédo para IATF, onde foi avaliada a dinamica folicular, desde a colocagéo do
implante no DO, at¢é o momento da inseminacdo (Dinamica folicular). Nesse
experimento as concentracdes séricas de P4 foram dosadas nos dias 6, 7 e 8 do
protocolo de IATF. No experimento In vitro supracitado, os dois dispositivos, foram
alocados em duplicata, no dissolutor de comprimidos, o qual continha alcool e agua
na proporcdo de 60:40. Amostras foram colhidas nos seguintes momentos: 2min,
24, 48, 72, e 96 horas. As quantidades de P4 foram dosadas por Cromatografia
Liquida de Alto Desempenho (HPLC). Para quantidade acumulada de P4, segundo
dispositivo, em funcédo do tempo, houve interagcdo tempo*tratamento (P=0,0002). A
quantidade de P4 diferiu entre os dois dispositivos testados e também em relacdo ao
tempo (P<0.0001). Houve diferenca estatisitica, nos tempos 2min, 72 e 96 horas. As
equaclOes que descrevem as quantidades liberadas sé&o: dispositivos Cronipres® 3
usos Y= 62,396x + 175,70 (R* = 0,99) Cronipres® Mono Dose Y= 53,314x +
127,7(R?*=0,98). No experimento in vivo, 8 vacas ovariectomizadas foram divididas
em dois grupos, metade recebeu o Cronipres® de 3 usos e a outra metade recebeu
o Cronipres® Mono Dose durante 11 os dias de tratamento. Foram colhidas

amostras nos tempos 0 (colocacao do dispositivo ), 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96, 144, 192,



216, 240 e 264 horas. Foram comparados 0s teores plasmaticos de Py, por
espectrometria de massas no laboratdério Thomson da Universidade de Campinas
(UNICAMP). Houve efeito de tratamento e de tempo (p < 0,05), entretanto, ndo
houve efeito de tempo (p > 0,05). No terceiro experimento, 20 vacas multiparas
ciclicas foram submetidas a um protocolo de sincronizagéo da ovulagdo. Os animais
receberam 2 mg intramuscular (IM) de Benzoato de Estradiol . Metade do grupo
(n=10) recebeu um dispositivo intravaginal de P4, Cronipres® 3 usos, e a outra
metade (n=10) recebeu o Cronipres® Mono Dose M-24. No D8 procedeu-se a
retirada do implante e aplicagéo IM de 150 ug de D-cloprostenol . No D9, todos os
animais receberam 1mg IM de Benzoato de estradiol . Foi realizado o escaneamento
dos ovarios por ultrassonografia a cada 24 horas, do momento da insercdo do
dispositivo até a retirada no D8. A partir da inducédo, todas as vacas tiveram seus
ovarios escaneados e mapeados a cada 12 horas, durante 4 dias. Coletas de
sangue foram efetuadas nos dias seis, sete e oito do protocolo para comparar as
concentracfes plasmaticas de P4 antes da retirada do dispositivo. Foram avaliadas
as variaveis, inicio da nova onda de crescimento folicular, diametro do foliculo pré-
ovulatério (de forma retrospectiva) e momento da ovulagéo pelo teste qui quadrado.
Os dados de ovulacdo, foram submetidos a andlise de regresséo logistica, pelo
PROC MIXED e os dados de desenvolvimento folicular, pelo PROC LOGISTIC
(SAS, versdo 9.3). Nao houve diferenca no inicio da nova onda de crescimento
folicular, diametro do foliculo pré-ovulatério e taxa de ovulacao (P>0,05). Houve uma
tendéncia de antecipacao da ovulacao (P=0.06), das vacas do grupo cronipres Mono
Dose, uma vaca desse grupo antecipou a ovulagdo em cerca de 36 h.Mesmo
apressentando diferencas estatisticas nos testes in vitro e in vivo, 0s animais
tratados com dispositivo de 0,558 gramas apresentaram padrao de desenvolvimento

folicular semelhante ao grupo tratado com o dispositivo de 1g.

Palavras-chave: IATF. Vacas de corte. Dispositivo de P4. Monodose. 3 usos.



ABSTRACT

SANTIN, T. Use of single-use vaginal devices (single dose) or three uses for
sustained release of progesterone in beef cows: in vitro tests, in vivo and follicular
dynamics. [Emprego de dispositivos vaginais de Unico uso (monodose) ou de trés
usos para liberacdo sustentada de progesterona em vacas de corte: testes in vitro, in
vivo e de dinamica folicular]. 2013. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo,
Pirassununga, 2013.

This study aimed to compare the efficiency of two commercial intravaginal
progesterone (P4) devices consisting of silicone matrix, containing 1 gram (g) of
progesterone (Cronipres of 3uses ®, Biogenesis Bagd, Argentina) and another
containing 0.558 g P4 (Cronipres ® Mono Dose M-24, Biogenesis Bago, Argentina).
This study was divided into three experiments: The first compared the kinetics of
release of P4 (in vitro test). The second evaluated the plasma concentrations of P4 in
ovariectomized cows (in vivo test). In the third, multiparous cyclical cows passed a
complete protocol where TAI was evaluated follicular dynamics, since the placement
of the implant in DO, until the time of insemination (follicular dynamics) and serum
concentrations of P4 before removing devices (follicular dynamics). In vitro
experiment above, the two devices were placed in triplicate in dissolver of tablets,
which contained alcohol and water in the ratio of 60:40. Samples were collected at
the following times: 2min, 24, 48, 72, and 96 hours. The amounts of P4 were
measured by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). To cumulative
amount of P4, the second device as a function of time, treatment time * significant
interaction (P = 0.0002). The amount of P4 differed between the two implants
Cronipres ® and also in relation to time (P <0.0001). There were differences in the
times 1, 4, 5. The equations that describe the quantities released are Cronipres
device 3 uses ® Y - = 175.70 + 62.396 x (R2 = 0.99) Cronipres Dose ® Mono Y =
53.314 x + 127.7 (R2 = 0.98). In the in vivo experiment, 8 ovariectomized cows were
divided into two groups, half received Cronipres ® 3 uses the other half received the
Cronipres ® Mono Dose for 11 treatment days. Samples were collected at 0 (implant
placement), 2, 4, 8, 12, 24, 48, 96, 144, 192, 216, 240, 264 hours. We compared the
plasma levels of P4, mass spectrometry laboratory Thomson of the University of
Campinas (UNICAMP). No effect was observed treatment and animal (p> 0.05)

however there was only time effect (p <0.05). In the third experiment, 20 multiparous



cows and cyclic undergone a complete protocol for fixed-time artificial insemination
(TAI). In DO treatment, all animals received 2 mg intramuscular (IM) of estradiol
benzoate (Cronibest ® - Biogenesis-Tobago, Argentina). Half of the group (n = 10)
received an intravaginal P4 device, Cronipres ® 3 uses, and the other half (n = 10)
received the Cronipres ® Mono Dose M-24. In D8 proceeded to implant removal and
application of IM 150 mg of D-cloprostenol (Croniben ®, Biogenesis-Bago,
Argentina). On Day 9, all animals received 1 mg IM. of estradiol benzoate (Cronibest
® Biogenesis-Bago, Argentina). Was performed by ultrasound scanning of the
ovaries every 24 hours from time of insertion of the implant to the withdrawal D8.
From induction, all cows had their ovaries scanned and mapped every 12 hours for 4
days. Blood samples were taken on days six, seven and eight protocol to compare
the plasma concentrations of P4 before removing the device. The variables, early
new wave of follicular growth, diameter of the preovulatory follicle (retrospectively),
ovulation rate and time of ovulation. Ovulation data were analyzed by logistic
regression using PROC LOGISTIC and follicular development data, using PROC
MIXED (SAS, version 9.3). The ovulation rate was 80% for both groups (P> 0.05).
There was a tendency to anticipate ovulation (P = 0:07), cows in group B. A cow's
ovulation group B anticipated for about 36 h. There was no difference in estatistisca
dominant follicle diameter at the time of TAI, on the emergence of a new wave and

pre ovulatory follicle size (p> 0.05).

Keywords: AIFT. Beef cows. P4 device. Single dose. 3 uses.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais em que, 0 agronegocio apresenta fundamental importancia para
o desenvolvimento econdmico, tecnoldgico e social. Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE 2012), de 2008 a 2012, o rebanho bovino brasileiro
aumentou cerca de 6,5%. O rebanho nacional passou de 199,75 milhdes de cabecas
para 212,85 milhdes de cabecas. Desde 2008, o aumento do rebanho foi continuo.
Embora tenha se tornado um dos maiores exportadores de carne bovina do mundo,
a pecuéria brasileira precisa passar por adequacdes Estima-se que, em 2002 foram
realizadas 100 mil IATFs no Brasil, em 2009 este numero saltou para 3,2 milhdes de
procedimentos (INACIO, 2010) e para 5 milhdes em 2010 (MORGAN, 2011). .
Segundo a Asbia (2012), de 2008 a 2011 a venda de sémen cresceu cerca de
23,5%. Foram vendidas, em 2011, 11.906.763 doses de sémen, 7.011.641doses
provenientes de touros de corte e o0 restante, proveniente de touros de leite.
Atualmente, mais de 50% do sémen comercializado no Brasil esta sendo utilizado na
IATF (BARUSELLI, 2012).

O aumento da producdo de leite e carne aliada a alta eficiéncia reprodutiva sédo
fatores fundamentais para aumentar a lucratividade da atividade pecuéria
(VASCONCELOS; MENEGHETTI, 2006). Nesse panorama, as estratégias de
manejo reprodutivo contribuem para aumento da rentabilidade destes sistemas de
producdo. A inseminacao artificial (IA) e a IATF sdo biotécnicas que proporcionam a
introducdo de genética superior, pela utilizacdo de touros melhoradores. Mesmo
havendo um grande progresso na porcentagem de animais inseminados, 0 emprego
dessas biotecnologias € pouco expressivo nas criacdes de corte e leite, atingindo
aproximadamente 10% do rebanho nacional (ASBIA, 2012)

Dentre os principais entraves para a implementacdo de programas de IA, em
fazendas de corte, como em fazendas de leite esta a dificuldade na observacao e
reconhecimento do cio (MADUREIRA; PIMENTEL, 2005; BO et al., 2007). Além
disso, existem problemas, como estro de curta duracdo (MIZUTA, 2003), com
elevada porcentagem de manifestacdo noturna (GALINA et al., 1996; PINHEIRO et

al., 1998; ). e alta incidéncia de anestro pds-parto em vacas zebuinas (LUCY et al.,
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2001; GASSER et al.; 2003; BARUSELLI et al., 2004; MADUREIRA et al., 2006; BO
et al., 2007; RIBEIRO et al., 2009).

O entendimento da fisiologia do ciclo estral bovino, possibilitou a melhora da
eficiéncia reprodutiva das fémeas, pelo uso de farmacos foi possivel modificar o ciclo
estral, interferindo na sequéncia cronologica natural, das ondas de crescimento
folicular dentro de um ciclo, também por alteragbes nas fases dentro de cada onda
de crescimento folicular, possibilitando assim, pelo uso da IATF, a elevacdo da taxa
de servico para 100%, visto que todos os animais disponiveis sdo inseminados no
mesmo dia ( MADUREIRA et al., 2004). Os Programas de IATF também permitem a
implementagdo da IA em um grande numero de vacas em um mesmo dia,
manutencdo de baixo intervalo entre partos (producdo de um bezerro por ano),
concentracdo dos partos, antecipacdo das prenhezes na temporada de monta,
planejamento do periodo de nascimento dos bezerros em épocas de melhor oferta
de pastagem, resultando em bezerros mais pesados ao desmame, reducdo do
namero de touros, quando utilizada a ressincronizacdo e formacéao lotes de bezerros
desmamados homogéneos para a comercializacdo e confinamento em rebanhos de
corte (BARTOLOMEU et al., 2003; GONCALVES et al., 2004). S& Filho (2013)
observou que, durante a estacdo de monta, grupos de fémeas zebuinas lactantes
submetidas a um protocolo de IATF + touro e IATF + deteccdo de estro + touro
apresentaram maior numero de prenhezes no inicio da estacdo (45 dias) e um
namero maior de vacas prenhes quando comparadas com 2 grupos de vacas que
foram submetidas a deteccao de estro + monta natural e somente monta natural.

Os dispositivos intravaginais de liberacdo sustentada de progesterona (P4) tém um
papel fundamental nos protocolos de IATF, pois quando associados a outros
horménios, sincronizam a ovulacdo, possibilitando a taxa de servico de 100% das
matrizes, induzem a ciclicidade de vacas em anestro, acarretando incremento na
taxa de prenhez. No Brasil, a reutilizacdo dos dispositivos comerciais € uma pratica
muito comum, visando a melhoria da relacdo do custo/beneficio dos protocolos de
IATF (BARUFI et al., 2002; MOTLOMELO et al., 2002; ALMEIDA et al., 2006), nesse
cenario, os dispositivos de trés usos sdo uma alternativa interessante para a
reducdo dos custos dos protocolos (ALMEIDA et al., 2006), porém, quando

reutilizados, em alguns casos, a concentracao reduzida de P4 desses dispositivos
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pode nao oferecer quantidades suficientes deste hormoénio para sincronizar
adequadamente todas as categorias (vacas paridas) dentro do rebanho,
aumentando o risco de alcancar taxas de concepc¢ao variadas, prejudicando a
eficiéncia reprodutiva.

Os dispostitivos de P4 podem também oferecer risco de contaminacdo aos
funcionarios, devido a necessidade de higienizacdo dos mesmos apds o primeiro
uso, pois estes, nem sempre estdo treinados para fazer a higiene correta e de forma
segura desses produtos. O armazenamento dos dispositivos ap0s a higienizacao,
nem sempre € feito em embalagens que garantam protecao ao produto, nem a quem
irA manipula-lo. Além disso, segundo Junqueira e Alfieri (2006), dispositivos
intravaginais reutilizados, podem transmitir doencas como IBR E BVD. Portanto,
pensando em eficiéncia de manejo, logistica e biosseguranca, existe uma tendéncia
na industria farmacéutica ao desenvolvimento e uso de produtos de uso uUnico.

O presente trabalho, tem como objetivo comprar a eficiéncia do primeiro uso de um
dispositivo contendo 1 grama de P4, Cronipres® 3 usos (Biogénesis Bago,
Argentina) e outro dipositivo contendo 0,558 grama de P4, Cronipres® Mono Dose
(Biogénesis Bag0, Argentina). Para elucidar as possiveis diferencas, foram
realizados 3 estudos. Primeiramente foi realizado o estudo in vitro, com o objetivo de
conhecer as quantidades liberadas em cada implante e caracterizar a cinética de
liberacdo de P4. Posteriormente, foi desenvolvido um estudo in vivo, para comparar
0os teores plasmaticos atingidos em vacas ovariectomizadas. Por fim, um
experimento com vacas ciclicas, para verificar possiveis diferencas no
desenvolvimento folicular e nos teores plasmaticos de P4 nos 3 ultimos dias de

tratamento de um protocolo de IATF (dias 6, 7 e 8).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESENVOLVIMENTO FOLICULAR

O ciclo estral é o periodo compreendido entre dois estros consecutivos, tendo
duracdo de 17 a 25 dias (FORTUNE, 1994), com média de 21 dias (HAFEZ, 2004).
Em bovinos, a duracdo média do estro é de aproximadamente 12 horas e a ovulagao
ocorre de 12 a 16 horas apés o término do cio. A duracdo do cio e 0 momento de
ovulacdo apresentam variacdes entre fémeas da mesma espécie, em funcdo de
fatores endogenos e exdgenos (LUCY et al.,1992).

O inicio da oogénese ocorre desde a fase fetal, quando as células germinativas
primordiais migram do saco vitelinico para a gobnada em formacgéo, originando as
oogobnias, que se diferenciam em odcitos, que vao originar os foliculos primordiais
(GUERRA, 2001). Apés esse processo, ocorrem crescimento e maturacao folicular,
regulados por fatores autécrinos, paracrinos e endocrinos (MAGALHAES et al.,
2009)

Com a utilizagédo da ultrassonografia, foi possivel observar que a grande maioria das
fémeas bovinas apresenta duas (PIERSON; GINTHER, 1988) ou trés ondas
foliculares por ciclo, sendo apenas a ultima onda ovulatoria. (GINTHER et al., 1989).
Cada onda folicular, apresenta 4 etapas distintas de desenvolvimento: recrutamento,
selecdo, dominancia, atresia ou ovulagéo (BO et al., 2000). Figueiredo et al. (1997),
observaram gue nao ocorre um padrao fixo no nimero de ondas folicular, ocorrendo
variagcdo em animais da mesma raca, e de um ciclo para outro no mesmo animal. O
desenvolvimento de uma terceira onda € mais provavel em animais que possuem
fase luteinica mais longa. (GINTHER et al., 1989).

GONG et al.(1996) acreditam que o numero de foliculos que emergem numa onda
de crescimento esta diretamente relacionado aos niveis circulantes de IGF-1, e que
vacas tratadas com hormaonio do crescimento somatotropina (bST)] podem aumentar

o numero de foliculos recrutados. Pontes et al. (2009) relataram pela técnica de
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aspiracao folicular recuperou uma média de 25 odcitos em vacas Bos indicus, uma
quantidade 4 vezes maior do que a encontrada em Bos taurus, esse fato pode ser
explicado pelos maiores niveis circulantes de IGF-1 encontrados em animais Bos
indicus quando comparados a Bos taurus (ALVAREZ et al., 2000)

A primeira onda de crescimento folicular geralmente comeca seu desenvolvimento
ao mesmo tempo em que ocorre a ovulacdo (MARTINEZ et al., 2004), apresentando
a liberacdo de um pico de FSH. Durante os proximos 3 dias que sucedem esse
evento, ocorre o desenvolvimento semelhante de 10- 30 foliculos, que estédo na fase
antral, com didmetro de 3-4 mm (GINTHER.; KNOPF; KASTELIC,1989; BO, 2000;
GINTHER et al., 2003). Apés esse periodo, ocorre a selecdo, na qual um ou dois
foliculos, comecam a apresentar maior desenvolvimento e crescente producéao de
estradiol e inibina, enquanto seus subordinados entram em atresia (LUCY et al.,
1992; BO et al., 2002). No foliculo dominante, ocorre a multiplicacdo das camadas
da granulosa e a organizacdo das células da teca (SENEDA et al., 2008). Na
auséncia do Horménio Luteinizante (LH), ou em baixas concentracdes plasmaticas,
o foliculo dominante regride e surge uma nova onda de crescimento folicular
(MAPLETOFT et al., 2008). Caso nao exista um corpo liteo responsivo, o estrdgeno
circulante aumentara a amplitude e a frequéncia dos pulsos de LH no foliculo
dominante ocorrendo a ovulagéo (LUCY, 2001; FORTUNE; RIVERA; YANG, 2004).
O LH induz a ovulacdo por duas vias distintas. Adenociclase AMPc e fosfolipase
fosfato (GILCHRIST et. al., 1996). O foliculo pré ovulatério apresenta uma camada
avascular de células da granulosa, envolvida por uma membrana basal. No
momento da ovulagdo, essa membrana se rompe, liberando liquido folicular e odcito.
O corpo hemorragico e posteriormente o corpo luteo sera formado no local onde
existia o foliculo dominante (MILVAE et al., 1996). As células da granulosa e da teca
dardo origem a células luteinicas grandes e pequenas, que produzirdo maior e
menor producao de P4 respectivamente. Gradualmente, o CL aumenta de tamanho
e, consequentemente, a secrecdo de P4 (NISWENDER et al., 2000). Apoés atingir
sua capacidade maxima de producdo de P4, o mesmo ficara estabilizado até
aproximadamente dia 16 e 17 do ciclo estral. Caso nao ocorra fecundacao e o

reconhecimento materno fetal, havera a regressao funcional e estrutural do CL
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(RATHBONE et al., 2001). Nessa fase, pulsos de prostaglandina F2a (PGF) séo
liberados pelo endométrio uterino. (SHEMESH; HANSEL, 1975).

2.2 PROGESTERONA

2.2.1 Teores plasmaticos durante o ciclo estral

Os teores séricos de P4 também sofrem variacdo quanto a raca. Entre os dias 7 e
17 do ciclo estral foram encontrados, 4,1+0,5 ng/mL, em animais da raca Brahman e
5,340,3 em animais Angus (SEGERSON et al., 1984). Em vacas da raca Gir, nos
dias 13 e 15 do ciclo, apresentaram resultados que variaram entre 4,91 a 6,70 ng/mL
(MADUREIRA, 1988). Os teores plasmaticos de P4 encontrados antes do estro
foram de 0,43+0,12 ng/mL, de 0,33+0,07 durante o estro e 0,20+0,06 dois dias apos
(WETTEMANN et al., 1972). Valores abaixo de 1ng/ml, foram sempre detectados
durante o estro e nos 2 dias subsequentes (ERB et al1976), tanto para Bos taurus,
quanto para Bos indicus (WETTEMANN et al., 1972).

Segundo Wiltbank et al. (2001), o fluxo sanguineo hepatico em vacas leiteras
lactantes € duas vezes maior do que nas nao lactantes, o que foi associado a maior
metabolizacdo hepética de estradiol e de P4, reduzindo a concentragdo sangiinea
destes hormdnios em 25% durante o ciclo estral. Sangsritavong et al. (2002)
observaram que vacas lactantes apresentaram menores teores plasmaticos de E2
(265,44+4,99 vs 351,1945,77 pg/mL) e P4 (2,43+0,17 vs 3,53+0,20 ng/mL) e maior
fluxo sanguineo hepatico (1183+90,8 vs 757+104,8 litros/horas) quando comparadas
com vacas néo lactantes com peso semelhante.

Wiltbank et al. (2006), associaram a alta ingestdo de matéria seca, e a alta producao
leiteira, com 0 aumento na circulagdo hepatica e, consequentemente, maior
metabolizacdo dos horménios esteroides. Estes autores, concluiram que este pode

ser um dos principais fatores que acarretam falhas reprodutivas, como a diminuigéo
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ou auséncia da expressdo do comportamento estral (WILTBANK et al, 2004; LOPEZ
et al.,, 2005) e aumento na taxa de dupla ovulagdo (LOPEZ et al., 2005),
aumentando a incidéncia de partos gemelares (RYAN; BOLAND, 1991), maior
porcentagem de perdas gestacionais (VASCONCELOS 1997; SANTOS et al., 2004)
e, por fim, reducao de fertilidade (LUCY, 2001; WASHBURN et al., 2002).

Resultados semelhantes foram relatados por Santos e Vasconcelos (2006) que
observaram efeitos negativos do aumento do consumo de concentrado (2,0 kg e 8,0
kg) sobre os teores séricos de P4, durante o ciclo estral, de vacas néo lactantes. No
trabalho citado, houve interacdo entre a quantidade de concentrado fornecido,
diametro do CL e P4 plasmatica, sugerindo que as vacas do grupo que recebeu, 8,0
kg tinham menores concentracdes sericas de P4, devido ao aumento do fluxo de

sangue para o figado.

2.2.2 A'importancia da P4 na qualidade embrionaria

.O estabelecimento e manutencdo da prenhez em ruminantes ocorrem apds o0
reconhecimento materno da gestacdo. Em ruminantes, esse periodo requer o
alongamento do embrido (ANTONIAZZI et al., 2011). A P4 tem papel importante na
receptividade do ambiente uterino, altas concentracdes de progesterona circulante
imediatamente apos a concepcao tém sido associadas ao alongamento do concepto
(SPENCER et al., 2001; SATTERFIELD et al., 2006) juntamente ao aumento da
producdo de interferon-tau (MANN et al.,, 2001) e maiores taxas de prenhez em
vacas (STARBUCK et al., 1999; DISKIN & MORRIS, 2008; WILTBANK et al., 2011)
e ovelhas (SATTERFIELD et al., 2006). Diversas linhas de pesquisa também
evidenciam que esse hormoénio auxilia na maturacdo do od0cito, impactando a
qualidade do mesmo (LONERGAN, 2011), porem experimentos in vitro apresentam
resultados controversos. Aparicio et al. (2011) observaram que a inibicdo da P4 in
vitro esta associada ao baixo desenvolvimento embrionario, enquanto outros autores
nao chegaram as mesmas conclusdes (REGGIO et al., 1997 GOLF; SMITH, 1998).
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Dispositivos intravaginais de P4 foram utilizados apés a IA na tentativa de aumentar
as concentracdes circulantes desse hormonio (BELTMAN et al., 2009). Carter et al.
(2008) implantaram o dispositivo de P4 no D3 e o retiraram no D8 o que resultou em
um maior concepto no dia do abate (D16)

E evidente que a P4 tenha papel chave na manutengdo da gestacio, Ela afeta os
pulsos de LH e a qualidade oocitaria e embrionéria. Sua agdo no endométrio uterino
também ¢é um fator essencial para a formacdo de um ambiente uterino ideal em que
o embrido pode se desenvolver. Suplementacées de P4 apds a IA tém levado a
resultados variados nas taxas de prenhez. Estes resultados podem ser devido a
categoria do animal tratado e/ ou as concentracfes de P4 enddgenas durante o ciclo
estral. A identificacdo de animais com quantidades séricas de P4 abaixo do normal,

leva a uma melhora na eficiéncia reprodutiva apos a terapia (LONERGAN, 2011).

2.2.3 Liberacao de P4 por matrizes poliméricas

Os polimeros sintéticos fazem parte de uma das classes de materiais mais versateis
que existem, apresentando aplicagdes inclusive no setor farmacéutico (LANGER;
PEPPAS, 2003).

O coeficiente de difusdo de uma substancia na matriz € influenciado pelas
caracteristicas do silicone do implante (drea e espessura), tipo de material,
temperatura, concentragao inicial e cura (DZIUK; COOK, 1966; PIMENTEL 2006).
Niveis plasmaticos acima de 1ng/ml, sdo encontrados em um curto prazo de tempo
apos a insercdo do implante, devido a rapida absorcdo da P4 através da parede
vaginal e distribuicdo no sistema circulatorio (RATHABONE et al., 2002) Pimentel
(2006) relatou um pico, 4 horas depois da inser¢cdo do dispostivo, com um gradual
declinio até o final do experimento.

Bunt et al. (1997) adaptaram a técnica descrita na United States Pharmacopeia,
originalmente descrita para avaliacgdo de implantes humanos, para dosar a

guantidade liberada in vitro de P4 por um implante de uso veterinario.
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Diversos autores calcularam a quantidade de P4 liberada in vitro, em funcédo da raiz
quadrada do tempo. Essa equacgao, conhecida por equagédo de Higuchi, gera uma
reta e seu coeficiente angular esta relacionado a velocidade de liberacao
(RATHBONE et al., 2002; PIMENTEL, 2006, MARIANO et al., 2010). Atualmente,
existem adptacdes da técnica de Higuchi (MARIANO et al., 2010).

Rathbone et al. (2002) obtiveram coeficientes angulares de 1.300 pg/cm2/t1/2,
utilizando o modelo de Higuchi, em dispositivos confeccionados de PCL com 10% de
P4, este valor € aproximado com o do CIDR (Controlled Internal Drug Release), de
1.228.52 pg/cm2/t1/2

2.2.4 Receptores de P4 e de E2

Nos Bos taurus taurus, o numero dos receptores de P4 (PR) e estrogeno (ER) no
endométrio modificam-se ao longo do ciclo estral, sendo maior durante o proestro e
estro que durante a fase luteinica média (dias 9 a 14) (ROBINSON et al., 2001).
Essa mesma concentracao de receptores foi observada em Bos taurus indicus da
raca Nelore (MARTIN et al.,, 2008). O mesmo padrdao de aumento ou diminuicao,
observado na concentracdo dos ER e PR endometriais, foi também encontrado na
expressdo do mRNA para esses receptores (ROBINSON et al., 2001), sugerindo a
existéncia de mecanismos de regulacédo dos ER e PR endometriais que envolvem os
proprios horménios, pois 0 aumento da concentracdo de ER e PR endometriais
acontece simultaneamente com a elevacdo da concentragdo plasmatica e tecidual
de E2 e esta também relacionado com a diminuigdo da concentracdo plasmatica de
P4. Por outro lado, a prolongada exposicédo as elevadas concentracdes de P4 que
ocorre durante o diestro, promove efeito inibitério na concentracdo desses
receptores. Essa hipétese foi comprovada in vitro por Xiao e Golf (1999), que
demonstraram que o E2 ocasionou aumento da concentragdo do seu proprio
receptor e do PR no epitélio e no estroma endometriais, enquanto a P4 nao

apresentou efeito similar, mas inibiu os efeitos do E2 na indu¢cdo do aumento do
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ndamero de PR. Foi ainda observado que a P4 ndo inibiu a agdo estimulatéria do E2
sobre o proprio ER nas células epiteliais, demonstrando uma diferen¢a na regulacao
do receptor entre os tipos celulares.

Os PR estdo distribuidos amplamente no ovario, localizados no CL, células
foliculares, indicando funcéo intra-folicular desse horménio, superficie do epitélio e
células do estroma superficial e profundo (VAN DEN BROECK et al., 2002). A menor
expressdo de PR nas células luteinicas, em relacdo as foliculares, indica um efeito
de down regulation local da P4. Durante a prenhez, a redugao da expresséo destes
receptores esté relacionada ao longo periodo de exposi¢édo a P4 luteinica.

A ligacdo da P4 ao seu receptor € maior nas células luteinicas grandes que nas
pequenas, o que indica envolvimento da P4 na regulacdo paracrina/autocrina da
funcao luteinica. A expressao génica do PR foi detectada no tecido luteinico bovino,
com maior intensidade no inicio do desenvolvimento luteinico do que nos estagios
tardios do desenvolvimento (SCHAMS; BERISHA, 2002).

2.2.5 Farmacocinética

Os horménios esterbides sao metabolizados (inativados) pelo figado e excretados
na urina e fezes (WILLIAMS, 1962) A meia vida plasmatica da P4 é de 36,3 minutos
(MILLER et al., 1963). O figado inativa as moléculas esterdides de duas maneiras.
Na primeira, qualquer dupla ligacdo é saturada e quando essas duplas ligacbes sédo
reduzidas, a molécula é inativada. A segunda maneira de metabolizacdo é quando o
horménio se liga a sulfatos ou glucuronatos residuais. O glucuronideo forma com o
horménio esteroidal uma molécula hidrossolavel o que Ihe permite ser excretado na
urina. Esse processo é importante porque nao ha ligacdes proteicas especificas para
carrearem o0s esterdides até a bexiga. Os horménios glicoprotéicos sao facilmente
degradados no trato digestivo pelas enzimas proteoliticos (SENGER, 2003).

Vacas em lactacdo requerem mais energia do que vacas nado lactantes. A alta

ingestdo de matéria seca necessaria a alta producao de leite, leva a um aumento
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consideravel do fluxo sanguineo hepatico, o que leva a alta metabolizagdo de E2 e
P4, causando a reducgdo dos niveis circulantes destes horménios, mesmo que esteja
ocorrendo uma alta producéo de horménios esterdéides pelo foliculo ou CL. Este fato
poderia explicar, ao menos em parte, a menor intensidade e duracdo dos estros
expressos por estes animais de alta producdo e pela diminuicdo do pico de E2
(WILTBANK et al. 2006).

Experimentos envolvendo a liberacdo continua de P4, aumentaram o consumo de
alimentos durante a lactacdo, consequentemente a circulacdo e excrecdo de
metabdlitos de P4 (PARR et al., 1993a, 1993b). Algumas mudangas reprodutivas,
em vacas em lactacdo, sdo causadas pelo grande aumento no metabolismo dos
esterdides, advindo do aumento da IMS e do fluxo sanguineo hepético. O
metabolismo de E2 e P4 foi 2,3 vezes maior em vacas em lactacdo, quando
comparado aqueles encontrados em vacas secas (SANGSRITAVONG et al., 2002).
A biotransformacgéo oxidativa de compostos lipofilicos no figado, sdo mediadas por
enzimas do citocromo P450 (PLANTA, 2007; PEGOLO et al., 2008). As isoformas
do citocromo P450 CYP3A4, CYP2D6 , CYP2C9 , CYP2C19 , CYP2ELl e CYP1A2
sdo responsaveis pelo metabolismo oxidativo de mais de 90% dos medicamentos
comercializados ( HALKIER, 1996), sendo a de maior importancia a CYP3A4, que é
responsavel pela metabolizagdo de maior quantidade de moléculas do que todas
as outras ( GUENGERICH, 1997). O metabolismo progesterona em mamiferos é
mediada principalmente pelas subfamilias CYP2C e CYP3A (GUENGERICH, 1997,
LEMLEY et al.,, 2008). Esse processo esta correlacionado negativamente as
concentragbes plasmaticas ou teciduais de insulina (BARNETT et al., 1990,
.SHIMOJO et al. 1993).

Vacas leiteras suplementadas com dietas com milho obtiveram concentracdes
elevadas de insulina e diminuicdo da atividade da CYP3A e CYP2C devido ao
aumento da secrec¢do de insulina (LEMLEY et al., 2010). Deste modo, a maior taxa
de depuracdo metabdlica em vacas leiteiras de alta producéo pode ainda resultar de
um grande abundancia relativa de CYP2C e CYP3A néo so a partir de um aumento
fluxo de sangue, como uma consequéncia de um maior consumo de matéria seca
como geralmente relatado (SANGRITAVONG et al., 2002; WILTBANK et al., 2006).
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2.2.6 Progesterona/Progestagenos

A partir de meados da década de 40, a utilizacdo de P4 tornou-se possivel pelo uso
dos precursores de origem vegetal (RATHBONE, 2001), Nos anos 50 foram
desenvolvidos progestagenos por via oral, sendo utilizados como contraceptivos
para mulheres, e a partir dos anos 60, foram utilizados na sincronizacdo do cio de
bovinos, com o objetivo de mimetizar a fase luteinica, por um periodo que permitia a
regressdo do CL, levando a sincronizacdo do estro, apos 4 dias da retirada do
agente progestacional. (MILES et al., 1994; RATHABONE, 2001). Alguns
pesquisadores reportaram que a secre¢do de LH aumentou durante as 72 h que se
seguiramm a suspensao abrupta da P4, pela remocao do dispositivo de P4 em
vacas em anestro. (ROCHE et al, 1981; BARROS, 2004, MADUREIRA;
PIMENTEL, 2005). Tratamentos com progestagenos por periodos prolongados (até
20 dias) sincronizavam o0 estro com precisao, porém a IA, apds o estro sincronizado
resultava em baixa taxa de prenhez (TRIMBERGER; HANSEL, 1955).
Provavelmente, nos foliculos persistentes, ocorre a maturacdo espontanea do
oocito, acarretando quebra da vesicula germinativa e expansdo do cumulus
(REVAH; BUTLER, 1996). Tal diminuicdo da taxa de prenhez também pode ser
devida a alteracdo do ambiente uterino que prejudicaria o transporte dos
espermatozoides (BALL; PETERS, 2006). Existem no mercado, dois tipos de
implantes de P4 e/ou progestdgenos para sincronizacdo de cio e ovulagao:
dispositivos intravaginais e via auricular subcutédnea. Esses produtos estédo
associados a outros hormoénios nos protocolos de IATF, como por exemplo, valerato
de estradiol, benzoato de estradiol, PGF2a e GnRH (ANDERSON; DAY, 1998).

Acredita-se que apds o parto, as vacas necessitem de um primeiro contato com a P4
para desenvolver um CL com vida funcional normal (BARROS, 2004). Os
progestageno sao utilizados para mimetizar o ciclo estral curto que normalmente
ocorre apos a primeira ovulacdo pos-parto (GONZALEZ-PADILHA et al., 1975). O
tratamento com P4, por periodos de sete a nove dias no poOs-parto, pode
restabelecer a ciclicidade em vacas em anestro e diminuir a ocorréncia de ciclos
curtos (RHODES et al., 2002; MADUREIRA; PIMENTEL, 2005; SA FILHO et al.,



33

2009). Seguindo esse raciocinio, Rhodes et al. (2003) hipotetizaram que o
restabelecimento da ciclicidade de vacas em anestro ocorre pelo aumento da
secrecdo de LH, desenvolvimento de receptores de LH e a sintese de estradiol,
acarretando desenvolvimento e posterirmente maturacdo do foliculo dominante.
Durante a exposicdo a P4/progestagenos ocorre a modificagdo da dindmica folicular,
reduzindo a concentragcdo de ER no hipotalamo, diminuindo o feedback negativo
sobre a liberacdo do GnRH e aumentando a secrecdo de LH (PETERS et al., 1994;
DAY; ANDERSON, 1998).

O tratamento com dispostivos a base de progestagenos induz a puberdade em
novilhas. ApGs a remocéo dos dispositivos ocorre 0 aumento da secrecao de LH e
aceleracdo da diminuicdo do “feedback” do estradiol, atuando negativamente no
controle da secrecdo de LH. Fatores como idade, peso corporal, raca e status
folicular, no inicio do tratamento, sdo responsaveis por variagcdes na eficiéncia
desses tratamentos (ANDERSON et al., 1996; RASBY et al., 1998).

A P4 nos protocolos de IATF tem como principal funcdo sincronizar o crescimento
folicular, possibilitando que os animais tratados possuam um foliculo em
desenvolvimento, com grande quantidade de receptores de LH que confere
capacidade ovulatéria, na remogédo do implante ou no momento da aplicacdo de
PGF (KASTELIC; GINTHER, 1991).

2.3 ESTRADIOL

Os estrogenos podem estimular ou inibir a liberacdo de gonadotrofinas, dependendo
da dose e das concentracdes de P4. Sdo capazes de conferir acao luteolitica
(WILTBANK et al, 1961), pelo estimulo da producdo de PGF endogena,
principalmente os de meia vida longa, quando utilizados no inicio do protocolo.
Dessa maneira ndo ha necessidade de utilizar uma PGF no momento da retirada do
implante (PETERSON; HUHN; KESLER, 2000); BO et.al., 2002). P4/Progestagenos

associados com EZ2, bloqueiam os centros tonicos e pulsateis do hipotalamo,
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causando inicialmente, inibicdo da sintese e liberacdo das gonadotrofinas (feed-back
negativo), acarretando a supressao na secre¢do de FSH e LH, levando a atresia dos
foliculos. Posteriormente, ocorrera a liberacdo de um pico de FSH, gerando a
emergéncia de uma nova onda independente da fase do ciclo estral (BO et al.,
1995). A inibicdo da sintese ocorre principalmente pela reducdo da transcricdo do
gene que codifica a subunidade B do FSH e pela reducao da estabilidade do RNA
mensageiro (ROCHE, 1996). A associacdo entre esses dois horménios, também é
capaz de induzir o retorno a ciclicidade em vacas em anestro no pés-parto (BRIDGE
et al.,1999). Outra vantagem é impedir a formacdo de foliculos persistentes, que
prejudicam a eficiéncia do protocolo, influenciando negativamente na taxa de

prenhez (BARUSELLI et al., 2004).

Os estrogenos possuem meia vida diferente o que influenciard no inicio da
emergéncia da nova onda de crescimento folicular. B6 et al. (1994), reportaram que
um tratamento com 5 mg de 17B-estradiol, no dia da colocacdo de um implante
vaginal de P4, resultou na emergéncia sincronizada de uma nova onda folicular, 4 a
5 dias depois, independentemente do estagio de desenvolvimento do foliculo
dominante no momento do tratamento. Segundo 0S mesmos autores 0 mecanismo
pelo qual a associacao de estradiol e P4 induziu a atresia da onda folicular, envolveu
a supressao dos teores de FSH e de LH. De fato, os teores de FSH decresceram
cerca de 6 horas apés a aplicacdo de 17B-estradiol e foram aumentando
gradativamente apos 24 a 42 horas. Martinez et al. (2000) verificaram que, em
novilhas tratadas com P4 em associagcao aol7p-estradiol, uma nova onda folicular
emergiu entre 3 e 4 dias apés o tratamento. Acrescentaram que a variabilidade no
diametro dos foliculos, no momento da remocao do dispositivo vaginal de P4, foi
muito pequena (variacdo de 3 mm) e, por fim, concluiram que o tratamento
possibilitou a sincronizagao do estro e da ovulagao, com taxas de prenhez altamente
aceitaveis, apos a IATF.

Moreno et al. (2001) tratando fémeas com benzoato de estradiol observaram a
emergéncia de uma nova onda 4,1 + 0,1 dias, com variagdo de 3,5 a 5 dias.
Mapletoft et al. (1999) estudaram o valerato de estradiol e Thundathil et al. (1998) o

cipionato de estradiol. Estes estrogenos nos protocolos de IATF tém baixa eficiéncia
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para sincronizar a onda, pois tém a meia vida e o clearence sanguineo mais longo
(valerato de estradiol em torno de 6 a 7 dias), aumentando a dispersdo da
divergéncia da nova onda quando comparada ao 17B-estradiol (BO et al., 1995) e
benzoato de estradiol (CACCIA; BO, 1998), sendo este Gltimo, o mais utilizado nos
protocolos de IATF atualmente (BO, 2003).

Uma forma mecanica de induzir uma nova onda crescimento folicular (em torno de
1,9 £ 0,1 dias) € a aspiracdo por uma sonda guiada por ultrassom dos foliculos com
diametro maior que 5mm (BURATINI et al., 2000).

Os estrégenos também tém a funcdo de induzir a ovulcdo em protocolos de IATF,
causando um pico de LH, aproximadamente 16 a 24 horas apds o tratamento e a
ovulacdo de 24 a 32 horas ap0s o pico (SALES et.al., 2012), quando aplicada a dose
de 1mg de BE, ap0s a remocao do dispositivo, sendo indicada a IA 52 a 56 horas
apos a esse procedimento. Esse horménio é fundamental para a sincronizacdo da
ovulacdo (LEMASTER et al., 1999; MADUREIRA; BARUSELLI; MARQUES, 2000),
obtendo assim melhores taxas de prenhez (COLAZO et al., 1999). O cipionato e o
benzoato de estradiol, quando utilizados como indutores de ovulacdo, apresentaram
boa eficacia e taxas de prenhez equivalentes, em vacas Bos indicus lactantes
(SALES et.al., 2012)

2.4 ECG

A gonadotrofina coribnica equina € um hormonio glicoproteico de meia vida longa
(atua por até 3 dias), produzido nos calices endometriais de éguas prenhes, formada
por unidades a e 3 e possui efeitos similares a LH e FSH em uma mesma molécula
(MURPHY; MARTINUK, 1990). Aplicado antes e durante a selecédo e divergéncia,
pode levar a superovulacdo, sendo o primeiro hormonio utilizado para esse fim
(HAFEZ, 2004). Entretanto, quando utilizados em programas de IATF, apés a
retirada da P4, confere uma acao luteinizante e foliculo estimulante (BARUSELLI et
al., 2008).
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Avaliacbes ovarianas por palpacdo ou ecografia devem ser feitas em algumas
categorias de vacas zebuinas multiparas para a utilizacdo racional desse hormdnio
nos protocolos, aplicando apenas nas fémeas aciclicas, obtendo melhor relacdo
custo/beneficio. (MADUREIRA; PIMENTEL, 2005). Esse horménio € importante para
aumentar o crescimento do foliculo dominante, conferindo efeito de FSH,
incrementando a taxa de ovulacao e de prenhez de fémeas que apresentam escore
de condicao corporal insastifatorio e com alta incidéncia de anestro (MADUREIRA;
PIMENTEL, 2005; SALES et al., 2011; SALES et al., 2012). Também € indicado para
vacas em manejo de desmame precoce ou protocoladas com menos de 45 dias p6s
parto (ROSSA et al., 2009). Entretanto, seu uso pode ser desnecessario em vacas
com boa condicdo corporal e ciclicas, nao refletindo melhorias nos indices
reprodutivos (BARUSELLI et al., 2004).

Existe uma preocupacdo com a reacao imunoldgica causada por essa glicoproteina
heter6loga de alto peso molecular (MURPHY; MARTINUK, 1990), podendo ocorrer
apos usos consecutivos em bovinos (DRION et al., 2001). Apds testes observando
niveis de anticorpos e memoaria imunolégica humoral nos tratamentos sucessivos
com doses de 400 e 2000UIl de eCG, Mantovani (2010) prop6s que, o0 uso de eCG,
nas doses recomendadas para os protocolos de IATF, apresentam baixos riscos de

causar efeitos adversos nos proximos tratamentos.

2.5 SINCRONIZACAO DA OVULACAO NOS PROTOCOLOS DE IATF

O estro pode ser sincronizado pelo emprego da PGF ou seus analogos, com objetivo
de causar a lise do CL. Porém, ocorre uma grande variagcdo da resposta a esse
tratamento, acarretando distribuicdo de cios em um grande intervalo de tempo. A
PGF pode ser utilizada em associagcdo ao tratamento com P4 exdgena ou
progestagenos sintéticos, no momento da retirada dos implantes para permitir que

todos os animais manifestem estro e/ ou ovulem (RATHBONE et al., 2001)
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Principios bascios para protocolos hormonais visando a sicroniza¢do da ovulacao:

1) Inducéo de fase progestacional por 7 a 10 dias, obtida pela colocacado de um
implante vaginal ou auricular de P4 ou progestageno;

2) Emergéncia sincronizada de nova onda folicular, durante o periodo
progestacional, pela inducdo da ovulagdo em foliculos pré ovulatérios utilizando
GNRH, ou pela aplicacdo de E2 e o dispositivo de P4, acarretando na atresia dos
foliculos.

3) Encerramento da fase progestacional em todas as fémeas tratadas pela
retirada dos implantes e aplicacdo de PGF;

4) Sincronizacdo do pico pré-ovulatorio de LH, pela aplicagdo de ésteres de
estradiol, GnRH, LH, hCG.

2.6 PROSTAGLANDINA

Os anéalogos sintéticos das prostaglandinas sdo hormonios comerciais
utilizados com frequéncia para controlar o ciclo estral, atuando por meio da
regressdo do CL (ODDE,1990). No entanto, uma das limitacdes da utilizacdo de
PGF é a baixa taxa de sincronizacdo na indugdo do cio, gerando uma resposta ao
tratamento que é distribuido ao longo de seis dias, e € influenciado, ndo apenas pela
responsividade do CL, mas também pelo estagio de desenvolvimento do foliculo
dominante (SAVIO et al., 1990; KASTELIC; GINTHER, 1991; WILTBANK et
al.,1996b). A alta variabilidade de resposta aos tratamentos com PGF é explicada
pelo fato de vacas Bos indicus criadas em condi¢des tropicais apresentaram alta
incidéncia de anestro pos-parto (BARUSSELLI et al., 2005). Mesmo com CL
funcional, varias pesquisas realizadas em rebanhos predominantemetente zebuinos
apresentaram variagfes na resposta ao tratamento com PGF e, consequentemente,
na manifestacédo de estro, Hardin et al. (1980) e Landivar et al. (1985) obtiveram
indices menores que 40%, enquanto outros autores observaram valores acima de
70% (LOPEZ-BARBELLA et al., 1981; OYEDIPE et al., 1986), apds a administracéo
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de PGF. Uma estratégia para evitar que a PGF seja aplicada no inicio do ciclo é a
repeticdo da aplicacdo 11 a 14 dias ap0s aplicacdo da primeira dose (ODDE, 1990)
A administracdo de uma dose de PGF 24 a 48 h antes da retirada dos implantes de
P4 (ODDE, 1990; MACMILLAN; PETERSON, 1993; MACMILLAN et al., 1995;
KASTELIC et al., 1997), ou mesmo no momento da retirada (BARUSELLI, 2006),
promove a sincronizagdo do estro. Segundo Schmitt et al. (1996) € possivel que,
apos a remocdo do progestageno e a aplicacdo de uma dose de PGF, ocorra o
aumento da secrecédo pulsatil de LH, permitindo um crescimento uniforme do foliculo
pré-ovulatoério, sincronizando a ovulacgéo.

A PGF vem sendo amplamente difundida como estratégia para melhorar a eficiéncia
reprodutiva em vacas leiteiras. Duas injec¢cdes de PGF sdo aplicadas, com intervalo
de 14 dias e, ap6s 12 dias da aplicacdo da segunda injecéo, inicia-se o protocolo e
Ovsynch. A pré sincronizagdo com esse hormoénio aumenta o niamero de vacas
ovuladas ao primeiro GnRH e as taxas prenhez, pois com esse protocolo as vacas
apresentam foliculo com capacidade ovulatéria, no momento da aplicacdo do
primeiro GNRH. Duas injec¢cdes de PGF séo aplicadas, com intervalo de 14 dias e,
apos 12 dias da aplicacdo da segunda injecao, inicia-se o protocolo e Ovsynch.
(THATCHER et al., 2002).
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3. HIPOTESES

As hipoteses levantadas para os trés experimentos serdo descritas.

3.1 EXPERIMENTO IN VITRO

O dispositivo contendo 1g de P4 apresentara maior liberagdo de P4, quando

comparado ao dispositivo que possui 0,558 g de P4.

3.2 EXPERIMENTO IN VIVO — VACAS OVARIECTOMIZADAS

Os dispositivos de 1g apresentara maiores concentracbes plasmaticas de P4,

quando comparado ao de 0,558g.

3.3 DINAMICA FOLICULAR

Como os teores plasmaticos de P4 diferem, é esperada diferencas nos padrdes de

desenvolvimento folicular proporcionadas por vacas de corte.
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4 OBJETIVO GERAL

4.1 EXPERIMENTO IN VITRO

Comparar a cinética de liberacdo de P4 in vitro do dispositivo contendo 0,558 g de
P4 com o de 1g de P4.

4.2 EXPERIMENTO IN VIVO — VACAS OVARIECTOMIZADAS

Avaliar as concentrcbes seéricas de P4, utilizando-se para isso vacas
ovariectomizadas, implantadas com os dispositivos intravaginais de silicone,

contendo diferentes quantidade de P4.

4.3 DINAMICA FOLICULAR

Explanar o desenvolvimento folicular de vacas multiparas ciclicas tratadas por
dipositivos contendo 1g ou 0,558g e dosar a concentracdo sérica de P4 nos dias 6 ,7
e 8.

4.3.1 Objetivos especificos

Avaliar o momento da ovulagédo, o tamanho do foliculo pré ovulatorio, a emergéncia

da nova onda de crescimento folicular e a taxa de ovulacéo.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos estao dividos em: teste in vitro, teste in vivo e de dinamica
folicular.

5.1 EXPERIMENTO IN VITRO

5.1.1 Local

As atividades experimentais foram realizadas no ano de 2012 no Centro de
Biotecnologia da Reproducdo Animal, na Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, localizado no Campus de Pirassununga.
As dosagens de P4 foram realizadas no Laboratério de Bromatologia do
Departamento de Nutricdo e Produgéo Animal (FMVZ-USP).

5.1.2 Delineamento experimental

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com medidas repetidas no
tempo. Os implantes foram analisados em duplicata, com os dispositivos Cronipres®
(3usos x monodose). Para realizar esse ensaio foi utilizado um dissolutor de
comprimidos (Nova Etica mod. 299), com 6 cubas e capacidade para 1000 mL por
cuba. As cubas foram preenchidas com uma mistura de &lcool e 4gua na proporcao
de 60:40. Os dispositivos foram cortados, selados com silicone e secados por 24h,
fixados as hastes giratorias do dissolutor, e depois foram mergulhados nas cubas a
uma temperatura de 38°C e a velocidade de agitacdo de 150 RPM (BUNT et al.,
1997). Amostras de 1 mL foram colhidas nos seguintes momentos: 2min., 24, 48, 72
e 96 horas apos a imersdo dos implantes nas cubas. Apos a colhieta, as amostras
foram filtradas em filtro Millipore® (0,45 um), acondicionadas em tubos de vidro com

1,5 ml de capacidade e mantidas em geladeira a 4°C, até o momento das dosagens.
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Para a dosagem de P4, empregou-se a técnica de cromatografia de alto
desempenho (HPLC), como se segue:

A fase estacionaria constou de uma coluna C18 ODS (Shin Pack CLC ODS, 0,15mm
X 6,0 mm). A fase movel utilizada foi acetonitrila/agua na propor¢céao 60:40, em fluxo
de 2mL/min. A deteccéao foi feita por espectrofotometria, em 240nm de comprimento
de onda. As amostras de 10 pL foram injetadas automaticamente (1ISS-200, PERKIN
ELMER).

O tempo esperado de retencdo da P4 é de 1,6 - 4,4 min aproximadamente.
Obtidas as concentragbes de P4 das amostras, foi confeccionado um grafico, no
qual a raiz quadrada do tempo ocupou as abscissas e as concentracoes de P4 por
cm? de area do dispositivo, ocuparam as ordenadas. Foram calculadas as equagées
de regressdo segundo dispositivo. Com base na quantidade acumulada de P4

liberada, foram calculadas as quantidades de P4 liberadas a cada 24 horas.

5.1.3 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se o0 programa
estatistico Statistical Analysis System (versdo 9.3; SAS Institute, Cary, NC, USA),
com prévia verificagdo da normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk
(PROC UNIVARIATE).

As equacdes de regressao foram obtidas utilizando-se 0 PROC REG do SAS, num
modelo linear y = a + bx, onde se tém os coeficientes de determinacdo (R?) e a
probabilidade de efeito linear. As comparagdes dos coeficientes angulares (slopes)
foram realizadas pelo PROC GLM do SAS.

Os coeficientes foram indicativos da velocidade de liberacdo de P4 dos dispositivos e
foram expressos em pg de P4 por cm?, em funcéo da raiz quadrada do tempo.

A variavel dependente “quantidade de P4 liberada por dia (mg/dia)” foi submetida a
Andlise de Variancia. A analise estatistica desta variavel foi ainda adicionado o fator
medidas repetidas no tempo, referentes aos 4 intervalos de 24h. A probabilidade de

interacdo com tempo foi determinada pelo teste de Greenhouse-Geisser, utilizando-
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se o0 comando REPEATED, gerado pelo procedimento GLM (PROC GLM do SAS).
Quando houve interagdo entre tempo e tratamento, as médias dentro de tempo
foram analisadas pelo teste T. Em todas as andlises estatisticas, o nivel de

significancia foi de 5%

5.2 EXPERIMENTO IN VIVO

5.2.1 Local

As atividades experimentais foram realizadas no Centro de Biotecnologia em
Reproducdo Animal, do Departamento de Reproducdo Animal, da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo, localizado no
Campus de Pirassununga. Para isto, oito vacas, ovariectomizados, de cruzamento,
com predominancia de sangue zebuino (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus). Os
animais receberam sal mineral ad libitum no cocho e ficardo em piquetes de

Braquiarao (Brachiaria brizanta cv marandu)

5.2.2 Delineamento experimental

Foi utilizado um delineamento totalmente casualizado (8 vacas ovariectomizadas
divididas em 2 grupos), adicionado de medidas repetidas no tempo, referentes aos
11 dias de colheita das amostras de sangue, tendo como variavel dependente a
concentracao plasmatica de P4.

Os implantes foram introduzidos na vagina, onde permaneceram por 11 dias
seguidos. Quatro animais receberam o Cronipress® de trés usos e outros quatro
animais receberam o Cronipres Mono Dose®.



44

Amostras de sangue, foram colhidas em frascos tipo vacuntainer” (Becton Dickinson
Company, EUA) com anticoagulante EDTA nos seguintes momentos:
0,2,4,8,12,24,48,96,144,192, 216, 240, 264 horas apds a insercédo do implante.

As amostras foram centrifugadas a 1500g, em temperatura de 4°C, por 15 minutos
(Sorvall® RC3 Plus, EUA) e o plasma foi congelado. As dosagens dos teores
plasmaticos de progesterona foram realizadas no laboratério ThoMson, da
Universidade de Campinas UNICAMP, pela técnica de espectrometria de massas.
(FERNANDES et al., 2011).

5.2.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, utilizando-se o programa
Statistical Analysis (versdo 9.3; SAS Institute, Cary, NC, USA) com prévia verificacdo
da normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilk (PROC UNIVARIATE). A
homogeneidade das variancias foi avaliada teste de Shapiro-Wilk e PROC MEANS e
a normalidade dos residuos pelo PROC UNIVARIATE PROC UNIVARIATE, teste de
Shapiro-Wilk e PROC MEANS.

Os teores plasmaticos por animal foram submetidos a andlise de variancia, pelo
PROC MIXED do SAS, levando em consideracao os efeitos fixos do tratamento e
tempo.
A diferenca estatistica foi avaliada pelo teste t. O nivel de significancia adotado foi
de 5%.

5.3 DINAMICA FOLICULAR

5.3.1 Animais e local do experimento
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As atividades experimentais foram realizadas no setor de bovinocultura de corte no
Campus de Pirassununga. Foram utilizadas 20 vacas multiparas e ciclicas da raca
nelore. As vacas do grupo Cronipres® 3 usos apresentaram peso médio de 573,3 kg
+ 39,84 e escore de condicao corporal de 7,6 + 0,5. Vacas do grupo Mono Dose
pesavam na média 608 + 60,47 e escore de condicdo corporal de 7,7 + 0,5. Os
animais permaneceram em seus piquetes de pastejo, com agua e alimentacdo ad
libitum, durante todo experimento, sendo apenas contidos para a administragdo dos
farmacos, ultrassonografias e coletas de sangue e soltos novamente logo apos o

procedimento.

5.3.2 Manejo reprodutivo e tratamento

Neste estudo, foi avaliado o desenvolvimento folicular de vacas ciclicas multiparas,
com idade entre 3 e 6 anos, submetidas a dois diferentes dispositivos intravaginais
de P4, (A) 10 vacas receberam um dispositivo contendo 1 g de P4 (Cronipres® 3
usos, Biogénesis Bago, Argentina), (B) 10 vacas receberam um dispostivo contendo
0,558 g de P4 (Cronipres® Mono Dose, Biogénesis Bago, Argentina ). No DO (inicio
do protocolo com a colocagcdo do implante), todos os animais receberam uma
injecdo Intramuscular (IM) de 2 mg de benzoato de estradiol (BE, Cronibest®,
Biogénesis Bagd, Argentina) Oito dias apds, os dispositivos foram removidos e
foram aplicados 150 ug IM de D-cloprostenol (Croniben®, Biogénesis Bago,
Argentina) que € um analogo sintético da PGF2a. No dia seguinte, foi aplicada
injecdo contendo 1mg de Benzoato de Estradiol (BE, Cronibest®, Biogénesis Bago,
Argentina) ( Figura 1)
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Figura 1 - Protocolo de Inseminac¢éao Artificial em Tempo Fixo

Protocolo de IATF

IATF
2mL de BE 2mLPGF  1mLBE (tarde)

DO D6* D7* D8* D9 D10 D11 D12
—

—_—
US 24/ 24h uUs 12/12h

Implante de Progesterona

Notas: PGF: Cloprostenol sddico. BE: Benzoato de estradiol. US: Ultrassonografia. Asterisco (*):
Coletas de sangue.

5.3.3 Exames ultrassonograficos

Escaneamentos transretais e mapeamentos dos ovarios foram realizados a cada 24
horas, a partir da insercédo do implante (DO), até a retirada do mesmo (dia 8). Apos a
retirada dos implantes, os ovéarios foram escaneados e mapeados a cada 12 horas,
durante 4 dias, com o emprego de um aparelho de Ultra-som portatil, marca

Mindray®, modelo DP 2200vet, acoplado a um transdutor linear de 5 MHz.

5.3.4 Coleta de sangue e analise de progesterona

Amostras de sangue foram coletadas utilizando tubos a vacuo sem EDTA
(vacuntainer” Becton Dickinson Company, EUA) por puncéo da veia jugular nos dias
6, 7 e 8 do protocolo supradito, para determinar as concentracbes séricas de P4
antes da retirada dos dispositivos.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1500g, em temperatura de 4°C, por
15 minutos (Sorvall® RC3 Plus, EUA) e o plasma foi congelado, até o0 momento das
dosagens de P4. Foram comparados o0s teores plasmaticos de P4, por
espectrometria de massas. (FERNANDES et al 2011).
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5.3.5 Analise Estatistica

Foram avaliadas as variaveis: inicio da nova onda de crescimento folicular, diametro
do foliculo pré ovulatério, taxa de ovulacdo e momento da ovulagao.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia. Serdo avaliadas as diferentes
variaveis anteriormente citadas entre os grupos experimentais pelo Proc GLM do
SAS (versado 9.3). As diferencas no crescimento diario até o momento da ovulacdo

foram avaliadas pela utilizacdo do Proc Mixed (SAS, versao 9.3).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EXPERIMENTO IN VITRO

O dispositivo de 3 usos (1g de P4) liberou maior quantidade de P4 que o Mono
Dose(0,558 g). As diferencas foram estatisticas (p<0,05), nos intervalos 1, (0 a 2
minutos) 4 (48 a 72 horas) . 5 (72 a 96 horas).

Tendo em vista que as liberagbes de um farmaco em matrizes de silicone sdo
dependentes da area e das cargas iniciais deste farmaco (RATHBONE et al., 2002),
a equacao de Higuchi pode ser aplicada aos dados, levando em consideracdo a
liberacdo de P4 pela area do implante em funcéo da raiz quadrada do tempo.

O coeficiente angular da reta obtido no implante de 3 usos, resulta em (62,39 mg/
dispositivo/tl/2), e no Mono Dose (53,31 mg/ dispositivo/t1/2), transformado em ug e
dividido pela area, apresenta um valor de 253 pg/cm2/t1/2 e 719,43 ug/cm2/tl/2

respectivamente (Gréfico 8).
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Grafico 1 — Liberacdo acumulada de P4 no tempo 1 (2min)
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Gréfico 2 — Liberagdo acumulada de P4 no tempo 2 (24 horas)
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.Grafico 3 - Liberacdo acumulada de P4 no tempo 38

Distribution of T3
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Gréfico 4 - Liberacao de P4 acumulada no temp@héras)

Distribution of T4
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FONTE: (SANTIN, 2013).

49

(horas)



Grafico 5 — Liberacdo acumulada de P4 no temp® H¢@as)
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Graéfico 6 - Quantidade acumulada de P4 (mg) em funcéo da raiz quadrada do tempo.
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Gréfico 7 — Liberacao diaria de P4. Cronipres® Mono Dose e de 3 usos.
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Notas: Intervalos: 1 (0 a 2 minutos). 2 (2 minutos a 24 horas). 3 (24 a 48 horas). 4 (48 a 72
horas). 5 (72 a 96 horas).
Fonte: Santin, T. (2013).

Grafico 8 - Liberacdo de P4 acumulada por cm® em funcédo da raiz quadrada do tempo
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A quantidade de P4 acumulada em funcdo do tempo para o Cronipres® 3 usos,
alcancou maiores valores do que a do Mono Dose, sendo essa diferenca

caracterizada pelo maior coeficiente angular da reta.

6.2 EXPERIMENTO IN VIVO

Houve efeito de tempo p = 0.0219 e de tratamento p= 0,0219 (Tabela 1). Nao houve
interacdo entre tempo e tratamento. Houve diferenca estatistica durante os tempos
2, 4,6, 8, 24 e 120. O pico de concentracao sérica nos dois grupos,ocorreu apos 8

horas da insercéo do implante (Gréfico 9).

Tabela 1 - Interacédo de tempo e tratamento.

Efeito Valor de P
Tratamento 0.0219
Hora < 0,001

Tratamento*Hora 0.3655
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Gréfico 9 — Teores plasmaticos de P4 (ng/ml) em fungéo do tempo.
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Notas: Um asterisco (*) indica diferenca significativa (P < 0,05) entre os tratamentos.

Pimentel (2006), encontrou taxa de liberacdo bastante semelhante para o dispositivo
DIB® (677,39+16,13 ug/cm2/t1/2) com carga inicial de 1g de P4.(grafico — 8)

A area do Cronipres® 3usos é 3,3 vezes maior que a area do Cronipress Mono
Dose®. A porcentagem de P4 do dispositivo de 3 usos é de 3,6%, enquanto a do
Mono dose é de 5%, portanto o Mono dose libera maior quantidade de P4 por area

guando comparado ao dispositivo de 3 usos.(grafico 8)

A média do valor inicial (Omin) de P4 encontrado nesse estudo foi de 0,48 ng/ml,
semelhante o encontrado por Holleisten et al. (2005) em vacas ovariectomizadas.
Esses valores sao atribuidos a producao desse hormoénio pela adrenal. A média do
valor inicial de P4 encontrado nesse estudo foi de 0,48 ng/ml.Os dispositivos de P4
sao utilizados normalmente por um periodo de 7 a 8 dias em um protoco de IATF.
Varios autores recomendam no minimo 1 ng/ml por ml e Rathbone et al. (2002)
recomendam que os dipositivos proporcionem pelo menos um teor plasmatico de P4
de 2,0 ng/mL no momento de sua retirada. Esses mesmos autores, compararam
dois dispositivos, um confeccionado a base de PCL (2,2 g de P4e area de 142 cm2)
com O CIDR (1,9G DE P4 e 120 cm2 de area), e encontraram, teores em torno de
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2,0 ng/mL para o CIDR® com 1,99 de P4, no mesmo ano, em outro experimento,
detectaram 2,5 ng/mL, também utilizando o CIDR® com 1,9g de P, Pimentel (2006)
utilizando DIB® e um dispositivo confeccionado com uma blenda de PHB-V + PCL,
encontrou, respectivamente, valores de 2,44 e 1,89 ng/mL de P, plasmatica, no
oitavo dia de tratamento. Macmillan et al. (1991b), detectaram teores em torno de
3,2 ng/mL de P, no dia 8, utilizando CIDR® com 1,99 de P, porém neste caso, a
técnica de RIA utilizada para dosar a P, foi diferente, o que pode impedir
comparacoes diretas, com os resultados do presente estudo. No presente estudo, no
D8, foram encontrados valores médios de 2,2 ng/ml para o Cronipres® de 3 usos e
de 1,55 para o Mono Dose, ressaltando que essas amostras foram dosadas pela
técnica de espectrometria de massas (FERNADES, 2011), portanto a direta
comparacao dos valores das amostras dosadas por Radio Imuno Ensaio, devem ser
avaliadas com cautela.

N&o houve interacdo de tempo e tratamento, houve efeito de tempo p = 0.0126 e
tratamento p=0,00. Houve diferencas estatistica nos tempos 2, 4, 6, 8, O pico de
concentracdo seérica nos dois tratamentos, aconteceu apos 8 horas da insercao do
implante. Rathbone et al. (2002), ao compararem os teores plasmaticos de P, de
PCL com o CIDR®, verificaram que as concentra¢gdes maximas foram menores e 0
tempo para atingi-las foi maior do que os encontrados neste estudo. O CIDR® atingiu
concentracdo maxima de 5,1 ng/mL, 14,4 h apés ter sido colocado, enquanto que o
dispositivo a base de PCL atingiu a concentragdo maxima de 5,3 ng/mL apés 9,6
horas. Pimentel (2006) utilizando DIB® e um dispositivo confeccionado com uma
blenda de PHB-V + PCL, encontrou pico sérico apos 4 horas da insercdo do

implante.

6.3 DINAMICA FOLICULAR

A taxa de ovulacdo foi de 80% para ambos os grupos (P>0,05). Houve uma
tendéncia de antecipacao da ovulacdo (P=0.07), das vacas do grupo B. Uma vaca

do grupo B antecipou a ovulacdo em cerca de 36 h.. Nao houve diferenca no
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tamanho do foliculo pré ovulatério e na emergéncia da nova onda de crescimento
folicular. (Tabela 2).

Os animais tratados com os dispositivos intravaginais contendo 0,558g e 1g de P4,
ndo apresentaram diferenca esattistica (p>0,05) nos dia 6, 7 e 8 do protocolo

hormonal. (Grafico 10).

Grafico 10 — Concentracdo Sérica de P4 (ng/ mL) nos dias 6, 7 e 8
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Tabela 2 - Dados de dinamica folicular em vacas multiparas ciclicas tratadas com diferentes

dispostivos intravaginais constituidos de silicone

Grupo
Parametro A(19g) B (0,558 g) Valor de P
Momento da ovulacéo (horas) 66,75+2,1 60,0+12,8 0,06
Emergéncia da nova onda (dias) 42+04 40+0,3 0,33
Diametro do FPO (mm) 13,8 £ 1,77 13,8+1,0 0,74

Vacas ciclicas, tratadas com implante monodose, apresentam padrdao de
desenvolvimento folicular semelhante ao de vacas tratadas com implantes de 1 g de
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P4, entretanto, houve uma tendéncia de antecipacdo da ovulacdo. Os foliculos pré-
ovulatérios apresentaram diametro similar no momento da IATF. A emergéncia de
uma nova onda de crescimento folicular, para o grupo Cronipres 3 usos e Mono
Dose, oocorreu 4,3+0,4 e 4,0 £ 0,3. Moreno et al. (2001) tratando fémeas com
benzoato de estradiol observaram a emergéncia de uma nova onda 4,1 + 0,1 dias,
valores muito préximos aos encontrados nesse experimento.

N&o Hove diferenca estatitica entre os tratamentos 3 usos e Mono Dose, nos dias 6,
7 e 8. Isso provavelmente se explica pela presenca do corpo lateo produzindo P4

nesse periodo.

7 CONCLUSAO

Experimento in vitro: Comprovando a hipoétese inicial, O Cronipres® trés usos,
contendo 1g apresentou maior liberacdo de P4, quando comparado ao Cronipres®
Mono dose, contendo 0,558 g de P4, obedecendo a equacéao de Higuchi, segundo a
qual a liberacdo se da em funcéo de raiz quadrado do tempo.

Experimento in vivo: Houve efeito de tempo e tratamento, nos teores plasmaticos,
nos tratamentos Cronipres® 3usos e Mono Dose, aceitando a hipotese.

Experimento dinamica folicular: Houve um desenvolvimento folicular semelhante.
Isso demonstra que mesmo com menor concentracao plsmatica e menor liberacéo in
vitro de P4 o dispositivo com 0,058 g de P4 foi eficiente no desenvolvimento folicular
de vacas multiparas ciclicas, rejeitando a terceira e ultima hipoétese.
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