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RESUMO

GUILGER GONZAGA, V. H. Correlacéao in vitro-in vivo (IV-IVC) de um novo
dispositivo intravaginal de progesterona em matriz de silicone para vacas
leiteiras. 2023. 91 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2023.

Dispositivo intravaginal de progesterona (P4) é uma importante ferramenta da
reproducdo, para ter ganho produtivo em fazendas leiteiras. Desta forma, os objetivos
deste trabalho foram: 1) obter o perfil de liberagcéo da P4, in vitro, durante nove dias,
de um novo dispositivo intravaginal (SM—3,2g), para gado leiteiro, empregando-se dois
meios de dissolucdo: solucdo de etanol:agua (60:40) e solu¢édo de Dodecil Sulfato de
Sadio (SDS) 0,5%; 2) quantificar, por radioimunoensaio (RIE), a P4 sérica, em vacas
leiteiras lactantes, apds a aplicacdo intravaginal do dispositivo SM-3,2 g, por um
periodo de nove dias e; 3) estabelecer a correlagdo do perfil de liberacdo in vivo, com
os perfis de liberacdo obtidos a partir dos dois experimentos in vitro. Para o
experimento in vivo, em delineamento alternado, com medidas repetidas no tempo,
vinte vacas multiparas e lactantes foram submetidas a protocolo de sincronizacéo do
ciclo estral pré inclusédo, com a finalidade de induzir a formacao de corpo lateo. Ao
término dessa etapa (D0) os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois
grupos experimentais: 1) Grupo controle (CON; n=10): vacas com implante auricular
subcutaneo de progestageno; e 2) Grupo tratado (SM; n=10): vacas com dispositivo
intravaginal, com 3,2 g de progesterona. Imediatamente antes de receberem os
tratamentos, foi colhida a primeira amostra de sangue (T0) e também nos tempos 2,
4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 192 e 216h, em seguida a colocacdo dos
implantes, também foram colhidas amostras de sangue. Posteriormente a ultima
colheita de sangue (216h), os implantes foram retirados e mais quatro amostras de
sangue foram colhidas nos tempos 228, 240, 252 e 264h, quando entdo, foi
administrado GnRH para nova sincronizagao do ciclo estral pré inclusédo. Por se tratar
de delineamento alternado, houve a inversdo dos grupos experimentais; assim, 0s
animais que eram do grupo controle, no primeiro periodo (P1) do experimento,
passaram, nesse segundo periodo (P2), para o grupo dos animais tratados e vice-
versa. O protocolo de sincronizagédo e as demais etapas seguiram a cronologia do

periodo anterior (P1). Os testes de dissolucao in vitro, foram conduzidos em triplicata



e a quantificacdo de P4, realizada por espectrofotometria. Realizou-se teste de
correlacdo (PROC CORR) entre os tratamentos (in vitro x in vitro e in vitro alcool x in
vitro SDS). Para todas as comparagdes foi utilizado o nivel de significancia estatistica
de 5% (p=<0,05). Assim, a concentra¢cdo plasmatica de P4, nos animais tratados com
SM-3,2, obtidas no teste in vivo, apresentou pico, apos 12 horas de insercao do DIV
(1,1+0,097 ng/mL), que se manteve por dois dias (1,1+0,063) e, s6 a partir de 72 horas
(D3), € que comecgou a declinar (0,86£0,095 ng/mL), permanecendo constante
(0,80+0,078 ng/mL) até o dia de retirada do implante. Além disso, os animais tratados
com a fonte exégena de P4 e que produziam maior quantidade de leite (Classe - 1)
apresentaram aumento na concentracao plasmatica do esteroide (0,61+0,04 ng/mL),
porém, menor do que as vacas da Classe - 2 (0,73+0,04 ng/mL). No teste in vitro, ao
final das 216h, o dispositivo de 3,2g, liberou 2815,66+39,44 mg de P4 no meio
alcoolico e 2066+25,61 no Dodecil Sulfato de Sédio e ambos se ajustaram ao modelo
matematico de Higuchi (Qt = Knt¥?), com coeficiente angular (slope) de 905,79
ug/cm?/tY2 e 543,38 ug/cm?/tY2, respectivamente. Por fim, obtiveram-se correlacées
positivas e fortes entre: a) os testes in vitro (r = 0,99281), b) entre o teste in vitro,
realizado com meio alcodlico e o experimento in vivo (r = 0,78895) e ¢) no teste in vitro
realizado com meio surfactante e o teste in vivo (r = 0,8158). Conclui-se que 0 novo
implante intravaginal (SM-3,2) foi eficaz para inibir a ovulacdo dos foliculos
dominantes dos animais tratados. O coeficiente angular (slope) do SDS é um pouco
menor do que o encontrado no meio ALC, devido ao fato da solubilidade da P4 ser

maior em meio alcodlico do que em SDS 0,5%.

Palavras-chave: ALCOOL. SDS. CONCENTRACAO PLASMATICA. HIGUCHI.
SOLUBILIDADE.



ABSTRACT

GUILGER GONZAGA, V. H. In vitro-in vivo correlation (IV-IVC) of a new silicone
matrix progesterone intravaginal device for dairy cows. 2023. 91 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2023.

Intravaginal progesterone (P4) device is an important reproduction tool to have a
productive gain in dairy farms. Thus, the aims of this work were: 1) to obtain the P4
release profile, in vitro, during nine days, from a new intravaginal device (SM-3,29),
for dairy cattle, using two dissolution media: ethanol:water solution (60:40) and 0,5%
Sodium Dodecyl Sulfate solution (SDS); 2) quantify, by radioimmunoassay (RIA),
serum P4 in lactating dairy cows, after intravaginal application of the SM-3,2 g device,
for a period of nine days and; 3) establish a correlation between the in vivo release
profile with the release profiles obtained from the two in vitro experiments. For the in
Vivo experiment, in an alternate design, with repeated measurements over time, twenty
multiparous and lactating cows were submitted to a pre-inclusion estrous cycle
synchronization protocol, in order to induce the formation of an corpus luteum. At the
end of this stage (D0) the animals were randomly distributed into two experimental
groups: 1) Control Group (CON; n=10): cows with subcutaneous auricular implant of
progestogen; and 2) Treated Group (SM; n=10): cows with intravaginal device, with
3,2 g of progesterone. Immediately before receiving the treatments, the first blood
sample (TO) was collected and also at times 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168,
192 and 216h, after placement implants, blood samples were also collected. After the
last blood collection (216h), the implants were removed and four more blood samples
were taken at times 228, 240, 252 and 264h, when GnRH was administered for new
synchronization of the pre-inclusion estrous cycle. As this was an alternating design,
the experimental groups were reversed; therefore, the animals that were in the control
group, in the first period (P1) of the experiment, were transferred, in this second period
(P2), to the group of treated animals and vice versa.The synchronization protocol and
the other steps followed the chronology of the previous period (P1). In vitro dissolution
tests were conducted in triplicate and P4 quantification was performed by
spectrophotometry. A correlation test (PROC CORR) was performed between

treatments (in vitro x in vitro and in vitro alcohol x in vitro SDS). For all comparisons, a



statistical significance level of 5% (p<0,05) was used. Hence, the plasmatic
concentration of P4, in the animals treated with SM-3,2, obtained in the in vivo test,
presented a peak, after 12 hours of IVD insertion (1,1+0,097 ng/mL), which was
maintained for two days (1,1+£0,063) and, only after 72 hours (D3), it began to decline
(0,86+0,095 ng/mL), remaining constant (0,80+0,078 ng/mL) until the day of implant
removal. In addition, animals treated with the exogenous source of P4 and that
produced a greater amount of milk (Class - 1) showed an increase in the plasma
concentration of the steroid (0,61+0,04 ng / mL), but less than the cows in Class - 2
(0,73+0,04 ng/mL). In the in vitro test, at the end of 216 hours, the 3,2g device had
released 2815,66+39,44 mg of P4 into the alcohol medium and 2066+25,61 into the
sodium dodecyl sulphate medium and both fitted Higuchi's mathematical model (Qt =
Knt2), with an angular coefficient (slope) of 905,79 ug/cm?/t¥2 and 543,38 ug/cm?2/t/2,
respectively. Finally, positive and strong correlations were obtained between a) in vitro
tests (r = 0,99281), b) between the in vitro test, performed with alcoholic medium and
the in vivo experiment (r = 0,78895) and c) the in vitro test performed with surfactant
medium and the in vivo test (r = 0,8158). It is concluded that the new intravaginal
implant (SM-3,2) was effective in inhibiting the ovulation of the dominant follicles of the
treated animals. The angular coefficient (slope) of SDS is a little lower than that found

in ALC medium, since P4 solubility is higher in alcoholic medium than in SDS 0,5%.

Keywords: ALCOHOL. SDS. PLASMATIC CONCENTRATION. HIGUCHI.
SOLUBILITY.
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1 INTRODUCAO

E evidente que a producdo mundial de leite cresce ano apds ano. Dados
recentes da Food and Agriculture Organization (FAO) mostram que esse alimento,
oriundo da espécie bovina, € o mais consumido em todo o planeta e alcanca
importantes marcas na casa de centenas de bilhdes de litros de leite, ordenhados
principalmente nos ultimos anos (RESENDE et al., 2019; LEITE; STOCK; RESENDE,
2021). O Brasil, mesmo com a oscilacdo em sua producdo, encontra-se entre 0s
maiores produtores mundiais do alimento (ROCHA; CARVALHO, 2018; BUCHHOLZ,
2019; RESENDE et al., 2019), e a cadeia leiteira busca de diversas formas, aumentar
cada vez mais sua eficiéncia, com a producédo de um maior volume de leite por animal
(ALVES; LICIO; CONTINI, 2016), seja implantando boas préaticas de manejo,
disponibilizando estruturas e meios que possam propiciar um ambiente adequado,
sem estresse e de bem-estar (ALLENDORF; WETTEMANN, 2015), ou adotando a
Inseminacédo Artificial em Tempo Fixo (IATF), como ferramenta para o aumento da
eficiéncia reprodutiva e do rebanho e, consequentemente, do leite (BARUSELLI, 2021;
BARUSELLI, 2022).

No entanto, em vacas Bos taurus e, principalmente as holandesas altamente
eficientes, existe uma correlacédo negativa entre a producdo leiteira x duracao de estro,
decorrente da menor concentracdo de esteroide circulante, ocasionado pelo aumento
de sua biotransformacéo hepéatica (WILTBANK et al., 2006), o que acarreta dificuldade
da observacgéo e reconhecimento de estro. Outra dificuldade que pode ocorrer nessa
categoria de animais, € o crescimento exacerbado dos foliculos (cistos foliculares),
desencadeando uma condi¢do anovulatéria (WILTBANK; GUMEN; SARTORI, 2002).

E é nesse sentido que a IATF se torna um procedimento de relevancia e
destaque para as propriedades leiteiras, pois, com a administracdo de farmacos é
possivel emergir nova onda folicular, controlar e encerrar a fase progestacional,
induzir e sincronizar a ovulagéo (DISKIN; AUSTIN; ROCHE, 2002) e, assim inseminar
todos os animais em um periodo pré-determinado.

A IATF tem como principais vantagens eliminar a etapa de observacao de estro,
alcancar 100% de taxa de servigco (LARSON et al., 2006; BARUSELLI et al., 2017),
além de propiciar a reducéo do intervalo entre partos (IEP), o que gera a propriedade
direta e indiretamente ganho de 10% em sua producdo (BARUSELLI, 2019),

evidenciando que, quando realizada de forma apropriada, € uma ferramenta
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importante para o gerenciamento eficiente da producéo leiteira (WALKER; NEBEL,;
McGILLIARD, 1996).

A progesterona € o principal horménio utilizado nessa técnica e a apresentacao
em forma de dispositivo intravaginal é a base de protocolos de sincronizacdo (BO et
al., 2002), pré e ressincronizacdo (CHEBELL et al., 2006) de muitos médico-
veterinarios. No entanto, antes desse esteroide ser consolidado no mercado, foi
preciso passar por diversos estudos. Ainda hoje, para que um novo dispositivo a base
de progesterona seja lancado, algumas exigéncias devem ser estabelecidas, como a
avaliacdo de liberacdo in vitro por dissolucdo, desenvolvido de acordo com as
diretrizes da Farmacopéia estadunidense utilizando-se meio alcéolico (BUNT et al.,
1997), com a finalidade de verificar a conformidade da liberagéo do ingrediente ativo
Progesterona in vitro.

In vivo, os dispositivos utilizados na hormonioterapia devem manter sua eficacia
(teores de pelo menos 1 ng/mL) até o momento de sua retirada. Por esse motivo, é
de extrema importancia avaliar a liberacao in vitro e a farmacocinética in vivo desses
implantes (WEISS et al., 2019), pois, o sincronismo entre a taxa de liberacdo do
horménio no teste de dissolugcéo e as concentracdes de progesterona no sangue, em
guantidades adequadas, é o maior desafio para o aprimoramento de dispositivos ja
existentes, o desenvolvimento de novos (MARIANO et al.,, 2010) e para que se
obtenha a aprovacéao pelas agéncias regulatorias (TOSCA et al., 2021).

Nesse sentido, testes de dissolugéo in vitro, sGo essenciais para avaliar a
liberacdo de drogas contidas em implantes intravaginais, e quando possuem
capacidade de predizer essa liberagao in vivo, tornam-se ferramentas importantes no
controle da qualidade de grandes empresas. Assim, a correlagdo in vitro-in vivo
(IVIVC) é utilizada para apoiar a bioisencdo, reduzir carga regulatoria, além de
proporcionar a economia de tempo e de recursos financeiros (EMAMI, 2006; TIETZ;
KLEIN, 2019).

Diante disso, o estudo quantificou a P4 plasmatica de vacas leiteiras lactantes
e de alta producéo, apos a aplicacéo intravaginal de um novo dispositivo (SM-3,2).
Avaliou-se o perfil de liberacdo de P4 desse dispositivo, utilizando-se o teste de
dissolugdo in vitro com emprego de solucdo Alcool-60% e outro com solucdo SDS-
0,5% e, estabeleceu a correlacdo do perfil de liberacao in vivo, com os perfis obtidos

a partir dos dois meios utilizados no in vitro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CADEIA LEITEIRA

Segundo levantamento recente da FAO (Organizacao das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentacéo), a producdo mundial de leite cresce ano apds ano e ja
ultrapassa a casa de meio bilh&o de tonelada do produto, oriundo somente da espécie
bovina (RESENDE et al., 2019). S6 no ano de 2020, em meio a pandemia, a producao
mundial de leite foi estimada em 532,3 milhdes de toneladas, aumento de 1,5% frente
a 2019 (524,3 milhdes de t) (LEITE; STOCK; RESENDE, 2021).

No Brasil, a atividade leiteira evoluiu de maneira continua nas ultimas décadas,
e resultou em crescimento consistente da sua produgdo, com destaque para 0S
estados de Minas Gerais (maior produtor do pais) e a Alianca Lactea Sulista,
composta por Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (LANA, MARTINS,
CARNEIRO, 2019), que possibilitaram também posicionar o pais entre os cinco
maiores produtores mundiais do setor (ROCHA; CARVALHO, 2018; BUCHHOLZ,
2019; RESENDE et al., 2019), gerando aproximadamente 25 bilhdes de litros de leite
inspecionados em 2019 e quase 26 bilhdes de litros do produto inspecionados em
2020 (ROCHA; CARVALHO, 2021; CILEITE, 2021) de um total de 35,4 bilhdes de
litros de leite/ano produzidos, conforme dados recentes de 2020 do Centro de
Inteligéncia do Leite.

A melhora na cadeia produtiva do leite e 0 aumento do consumo anual de leite
de vaca, per capita, pelo mercado interno (ALVES; LICIO; CONTINI, 2016) s&o fatores
que alavancaram o progresso e a evolucdo desse setor, porém, esses numeros
podem progredir ainda mais, jA& que mesmo o pais sendo um dos maiores produtores
mundiais de leite, menos de 10% do rebanho total, que no udltimo levantamento
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2021
contabilizou 224,6 milhdes, sdo animais de aptidao leiteira, ou seja, somente cerca de
20 milhdes de vacas sao ordenhadas, e fazem parte desta enorme cadeia produtiva e
de grande impacto econdmico do pais.

Esses numeros possuem enorme potencial para prosperar e uma ferramenta
atil que possibilita o0 aumento da eficiéncia reprodutiva e, consequentemente, um
acréscimo consideravel no numero de animais em rebanhos leiteiros e na sua

producgédo, é a implantacdo em propriedades destinadas para esses fins, do uso da
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biotécnica da reproducdo, a Inseminacdo Artificial em Tempo Fixo (IATF)
(BARUSELLI, 2021; BARUSELLI, 2022).

2.2 |1ATF

A inseminacao artificial moderna é uma técnica de deposicdo mecanica do
sémen (espermatozoides), dentro do aparelho genital das fémeas, para fertilizacéo
dos ovacitos. Foi “descoberta” pelo cientista e fisiologista italiano Lazzaro Spallanzani,
no terco final do século XVIII, quando iniciou experimentos com ras e, em seguida,
com cadelas, realizando a primeira inseminac¢ao, na qual comprovou que uma unica
gota de sémen era capaz de realizar a fertilizacdo, gerando trés filhotes da espécie
canina e, assim, hipotetizou que os espermatozoides eram agentes fertilizantes. Em
1825, o cientista chamado Dumas, coletou foliculos de coelha e junto dos gametas
masculinos produziu um embrido, confirmando a hipétese levantada ha mais de 40
anos por Spallanzani (SENGER, 2012).

No Brasil, empregou-se a inseminacao artificial pela primeira vez na década de
1930 e foi considerada biotécnica reprodutiva pioneira, utilizada para o melhoramento
genético inicialmente de equinos, em seguida de bovinos, suinos e ovinos. Até hoje é
apontada como maior evento da producdo animal que democratizou e popularizou o
uso de reprodutores geneticamente superiores para grandes e pequenos produtores
(SEVERO, 2015). Mesmo ela sendo a base e esséncia para outras técnicas como
superovulacao, transferéncias de embrifes, sémen sexado entre outras (MARTINS et
al., 2009), sua utilizacdo apresenta alguns entraves, como por exemplo, em casos de
anestro pos-parto de ordem fisioldgica ou patoldgica, onde havera a necessidade de
aguardar a manifestacdo de um préximo estro (WEIS; REIST; BRUCKMAIER, 2004;
PETER; VOS; AMBROSE, 2009) e em casos de falha na deteccdo de cio (FOOTE,
1975; SENGER, 1994; ROELOFS et al., 2005; MAYO et al.,, 2019; ADENUGA;
OLAGUNJU, ASHFIELD, 2020). Nessa segunda condicdo, encontra-se a maior
dificuldade da técnica, pois depende da avaliacdo de um colaborador treinado, que
possa realiza-la, tornando-a subjetiva, ja que depende também do fator humano.

Como a deteccdo visual do estro € um trabalho arduo, desafiador e que requer
muito treinamento, a IATF surge como alternativa de manejo reprodutivo que contorna

os problemas da baixa taxa de servi¢o, principalmente no periodo pos-parto dos
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animais, facilita o manejo do rebanho e aumenta a eficiéncia da inseminacao artificial,
sem a necessidade da detectar o cio (VASCONCELOS et al., 1999).

A IATF € o procedimento de maior relevancia reprodutiva no Brasil e de grande
destaque, tanto para as propriedades de corte quanto para as leiteiras, pois promove
o controle da funcédo luteinica e folicular pela administracdo de farmacos,
possibilitando emergir nova onda folicular, controlar e encerrar a fase progestacional,
induzir e sincronizar a ovulacao (DISKIN; AUSTIN; ROCHE, 2002; BARUSELLI et al.,
2012) e, assim, inseminar todos os animais em um periodo pré-determinado. Tem
como principal vantagem eliminar a etapa de observacao de estro, além de alcancar
100% de taxa de servico, ou seja, inseminar todos 0os animais que receberam o
tratamento (PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995; LARSON et al., 2006; BARUSELLI
et al., 2012; BARUSELLI et al., 2017), em plantéis que ndo apresentem problemas
sanitarios (TENHAGEN et al., 2004; JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006), além de auxiliar:
1) no controle de doencas sexualmente transmissiveis, como por exemplo, a
campilobacteriose genital bovina, afec¢do responsével por prejuizos econémicos na
bovinocultura, por causar repeticdes de cio, morte embrionaria e esterilidade
enzoodtica de fémeas infectadas (SILVEIRA et al., 2018; BALZAN et al., 2020); 2) no
controle sanitario; 3) em maior aporte e heterogeneidade genética do rebanho; 4) no
aumento da produtividade vaca/ano, além de propiciar a reducdo de um més no
intervalo entre partos (IEP) e do numero de vacas descartadas por infertilidade
(PURSLEY; MEE; WILTBANK, 1995; LEBLANC, 2001), quando comparado aos
sistemas que empregam a deteccao de cio (IA e monta natural) (BARUSELLI, 2019).

Gera ainda a propriedade um ganho direto de 10% na producdo anual de leite
e agrega, indiretamente, com nascimento de bezerros, lactacdo, geracado de fémeas
de reposicao, entre outros, um valor estimado de R$ 1,5 bilhdo na economia brasileira,
somente com sua adocdo (BARUSELLI, 2019), o que evidencia que, quando
incorporada de forma apropriada na rotina da fazenda, € uma ferramenta de manejo
importante, para o acréscimo da eficiéncia reprodutiva da pecuaria, da produtividade
geral da unidade agricola e também para a producéo leiteira (WALKER; NEBEL,;
McGILLIARD, 1996; BARUSELLI et al., 2012), em um mercado onde somente 12%
do plantel leiteiro brasileiro é inseminado artificialmente (2.216.340 fémeas
inseminadas de 18.876.049 de matrizes). Mesmo sendo uma técnica consolidada no
Brasil, ainda possui grande potencial para ser explorada, utilizando-se os meios de

inducao da ovulagao e controle do ciclo estral do rebanho (BARUSELLI, 2020).
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2.3 CICLO ESTRAL

O ciclo estral é controlado principalmente por interacées de alguns horménios,
como o horménio liberador de gonodotrofinas (GnRH), originario do hipotalamo; o
foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), advindos da adenohipdfise ou hipéfise
anterior; a progesterona (P4), estradiol (E2) e a inibina do ovario; e a prostaglandina
(PGF2a), principalmente do utero (MACMILLAN; BURKE, 1996; FORDE et al., 2011).
Essas interatividades, na espécie bovina, iniciam-se no periodo de desenvolvimento
das novilhas (a partir de 2 meses) e atuam mais intensamente entre os 6 -12 meses
de idade (FORDE et al., 2011; DAY; ANDERSON, 1998; DAY; NOGUEIRA, 2013)
quando h& maior liberacdo de GnRH pelo hipotdlamo e uma resposta hipofisaria
secretando LH e, consequentemente, estradiol (Figura 1). Em uma préxima fase, ha
o desenvolvimento gonadal, aumento nas concentracdes de E2 e diminuicdo do LH e,
na (fase) seguinte, diminui-se o feedback negativo E2/LH, desencadeando no pico
puberal de LH hipofisario (DAY; NOGUEIRA, 2013), que acarretara o crescimento final
e maturacdo dos foliculos ovarianos, levando a primeira ovulacdo (KINDER; DAY;
KITTOK, 1987; KINDER et al.,1995), momento esse que representara o inicio do
padrao ciclico da atividade ovariana, que induzira as novilhas a se tornarem receptivas
reprodutivamente, acasalarem e estabelecerem uma futura prenhez (TERASAWA,;
FERNANDEZ, 2001; FORDE et al., 2011).

A partir de entdo, as fémeas da espécie bovina tornam-se poliéstricas néo-
estacionais, ou seja, apresentam cio no decorrer de todo o ano, em média a cada 21
dias (18 - 24 dias) e com duracao de mais ou menos de 12 horas cada (ALVES et al.,
2003; FORDE et al., 2011) mas, que pode variar por diversos fatores como por
exemplo, idade (novilhas tém o estro mais curto), condi¢cdes sanitarias, manejo, raca
ou até mesmo a quantidade da producado leiteira do animal (LOPEZ; SATTER,;
WILTBANK, 2004; LOPEZ et al., 2005).
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Figura 1 — Alteracdes fisioldgicas e endécrinas nos periodos pré, peri e puberal em novilhas
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Fonte: Day; Nogueira (2013).

Além disso, o ciclo é dividido em quatro etapas: estro (dia 0), metaestro (dia 1
a 3), diestro (dia 4 a 18) e proestro (dia 19 até manifestar cio), que sdo agrupados em
dois estagios (MACMILLAN e BURKE, 1996), o primeiro, conhecido como estagio
progesterdnico ou luteinico, que se inicia apés a ovulacdo, quando ha o predominio
da progesterona e ocorre a formacédo do corpo Iuteo e se encerra quando ocorre a
lutedlise, podendo durar entre 14 e 18 dias. Segue-se um outro periodo, mais curto,
denominado estrogénico ou folicular, que se inicia logo apds a lutedlise, ha a
predominéancia do estradiol, ocorre o crescimento folicular e ovulacao e tem duracéo
média entre 4 e 6 dias (ROCHE; CROWE; BOLAND, 1992; MACMILLAN e BURKE,
1996; FORDE et al., 2011).

Durante essas etapas, podem ocorrer entre duas (vacas leiteiras) (SAVIO et
al., 1988), trés (novilhas e vacas de corte) e em alguns casos até quatro ondas de
crescimento do foliculo e, cada uma delas, consiste em periodos de emergéncia
folicular, selecdo de um foliculo dominante (FD), atresia ou maturacao final e ovulacéo
(GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989; FORDE et al., 2011).

Na emergéncia, ha acréscimo nas concentracbes do FSH que se liga a
receptores das células da granulosa, aumentando a atividade enzimica, convertendo
androgenos em estrogenos, acarretando o crescimento do foliculo (ADAMS et al.
1992). O aumento da produgéo do estradiol (E2) e da inibina é sinalizado na hipdfise,

que promove diminui¢cdo do FSH e atresia dos foliculos dependentes, ao contrario do
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FD que com os receptores de LH nas células da teca e granulosa permanece
crescendo, ha o aumento de estradiol e em seguida a sua ovulacédo (GINTHER et al.,
2000).

Um detalhe importante é que, somente na Gltima onda folicular apds a lutedlise
(regresséao do corpo Iuteo), e com as concentracdes de progesterona (P4) diminuidas,
ocorre a pulsatilidade mais intensa do LH, aumento do E2, secrecdo do GnRH, pico
do LH e consequente ovulacdo do FD, ja que nas ondas anteriores o corpo lateo ativo
secretava P4 que causava feedback negativo no eixo hipotalamo-hipo6fise-gonadal
(HHG), inibindo a secrecao gonadotropica da hipoéfise, que bloqueava o pico de LH e
causava atresia dos foliculos dominantes (GINTHER; KNOPF; KASTELIC, 1989;
FORTUNE, 1994; GINTHER et al., 2000). Ap6s a ovulacao, o espaco que era ocupado
pelo foliculo € envolvido por fibroblastos, células musculares lisas e do sistema imune
(REYNOLDS et al., 1994; SANGHA; SHARMA; GURAYA, 2002; WEBB; WOAD;
ARMSTRONG, 2002), células endoteliais e, as células da teca e da granulosa, que
antes sintetizavam estroégenos, agora se diferenciam e se reorganizam, formando um
corpo hemorrégico (DIAZ et al., 2002; SHIRASUNA et al., 2007), e proximo de 3 dias
essa glandula responsavel pela sintese de P4, o corpo lateo, j& esta estabelecida
(MIYAMOTO; SHIRASUNA; SASAHARA, 2009).

Sabendo-se dessa complexa interacdo hormonal no eixo hipotdlamo-hipéfise-
gonadal, existem diversos protocolos que possibilitam alterar pela hormonioterapia, 0
ciclo estral da espécie bovina, que sédo determinados conforme as caracteristicas das
categorias de animais ou até mesmo pelo tipo de manejo estabelecido nas
propriedades (BARUSELLI et al.,, 2012). Esse controle pode ser realizado
administrando-se GnRH e PGF2a, como o Ovsynch (PURSLEY; MEE; WILTBANK,
1995; LEBLANC, 2001) modificando-se os padroes da onda folicular, encurtando o
estagio progestacional, fazendo uso da PGF2a e/ou até mesmo estendendo essa fase
através de um protocolo ja bem estabelecido no Brasil e de 6tima eficiéncia
reprodutiva e facil aplicabilidade, & base de estradiol e progesterona (BO et al., 2002;
BARUSELLI et al., 2012; COLAZO; MAPLETOFT, 2014).

2.4 PROGESTERONA

A progesterona (P4) € um hormonio esteroide enddgeno, caracterizado por

uma estrutura basica lipidica, um complexo policiclico, com 21 4tomos de carbono,
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formando um sistema de quatro anéis (TARABORRELLI, 2015). Devido ao seu
pequeno tamanho e lipossolubilidade, consegue atravessar facilmente a barreira
hemato-encefalica (BHE) por transporte transmembranar livre e se difundir pelos
tecidos nervosos (PARDRIDGE; MIETUS, 1979; BANKS, 2012) e, por ser um
neuroesteroide, pode ser sintetizada localmente no sistema nervoso pela glia e pelos
neurdnios (MENSAH-NYAGAN et al., 1999; BAULIEU; ROBEL; SCHUMACHER,
2001; GUENNOUN et al., 2015).

Além disso, por ser um hormdnio esteréide de natureza lipidica, pode
atravessar facilmente a membrana de uma célula-alvo, se ligar e ativar os receptores
de progesterona localizados no citoplasma. A P4 entdo, sofre dimerizacdo e em
seguida esse complexo P4 e receptor se transloca para o nucleo ligando-se a fita de
DNA, proximo as regibes promotoras de genes, que possuem intensificadores,
contendo elementos de resposta hormonal, permitindo a regulacdo da expressao
génica (TARABORRELLI, 2015; ZUBELDIA-BRENNER et al., 2016).

Assim como outros horménios esteroides (andrégenos e estrogénios), sua
biossintese inicia-se com o0 acetato e se converte em colesterol (ANDERSEN;
DIETSCHY, 1978), e € catalisada por enzimas do citocromo P450, das membranas
do reticulo endoplasmatico e das mitocdndrias. A enzima transportadora de esteroides
transfere o colesterol para as mitocoéndrias onde € convertido por uma reacédo
catalisada pelo colesterol desmolase em pregnenolona (TAKASE et al., 1999). A
mesma (pregnenolona) se desloca para o reticulo endoplasmatico liso e nela a enzima
3B-hidroxiesteroide desidrogenase desidrogena/catalisa uma por¢cdo originando a
progesterona. Nesse momento, a 17a-hidroxilase, hidroxila parte da pregnenolona e
da progesterona no reticulo endoplasmatico liso, originando a 17a-
hidroxipregnenolona e a 17a-hidroxiprogesterona. E em seguida, outra fragdo da 17a-
hidroxipregnenolona também é convertida em 17a- hidroxiprogesterona (WILTBANK;
BELFIORE; NISWENDER, 1993; STOFFEL-WAGNER, 2001; MILLER, 2002;
GUENNOUN, 2020).

Assim, durante o processo de formacédo de cAMP e a ativacdo do sistema da
proteina quinase A, que promove a fosforilagdo das enzimas envolvidas na
esteroidogénese, ha a estimulagédo do LH nas células luteinicas pequenas (oriundas
das células da teca), para a secrecao de P4, que por apresentar receptores de LH,
captam o colesterol e potencializam o transporte para 0 seu citoplasma,

especialmente para o interior de sua membrana mitocondrial, desencadeando esse
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processo de conversao de colesterol em P4 (WILTBANK; BELFIORE; NISWENDER,
1993; MILVAE; HINCKLEY; CARLSON, 1996).

Apesar de ser conhecida como o hormdnio da gravidez na espécie humana,
pois a maior parte de sua funcdo estd relacionada a manutencdo da gestacéo,
preparando o endométrio, diminuindo as contragcdes do miométrio para implantacéo,
promovendo a gestacdo e inibindo a lactacdo durante esse periodo (GOLETIANI;
KEITH; GORSKY, 2007), ela também é um dos principais hormdnios gonadais
sintetizados/secretados pelo corpo lateo (CL), quando a fémea encontra-se vazia ou
durante as primeiras semanas de gestacdo (REKAWIECKI et al., 2008); pela placenta
ja durante a gestacédo (CABLE; GRIDER, 2022); e, em concentra¢cdes menores, pelo
cortex adrenal, células de Leydig, tecido adiposo entre outros tecidos (ROSSATO et
al., 1999; ZHANG et al., 2009; KOLATOROVA et al., 2022).

Mesmo sendo sintetizados em diferentes estruturas, um dos principais locais
em que é formada € no corpo luteo (CL) (O'SHEA; RODGERS; D’OCCHIO, 1989;
CABLE; GRIDER, 2022). Uma glandula reprodutiva transitoria, responsavel pelo
estabelecimento e manutencéo da gestacdo (SCHAMS; BERISHA, 2004), constituida
por tecido heterogéneo, com células endoteliais, luteinicas esteroidogénicas grandes
e pequenas, fibroblastos, células musculares lisas e células imunes, e sua formacéo
€ desencadeada principalmente mediante estimulos do horménio luteinizante (LH).

O controle da secrecdo desse hormonio (LH) é realizado pela propria P4, no
eixo hipotalamo-hipofisario, pela modificacdo da liberacdo do horménio liberador de
gonadotrofina (GnRH) pelo hipotalamo, que inicia a cascata de eventos e que regula
as gonadas; ou pelo efeito direto do esteroide (P4) nas células secretoras de
gonadotrofina na hipdéfise anterior (NETT et al., 2002). As células hipofisarias (que
secretam LH e FSH) expressam receptores especificos para o GnRH, e sua ativacdo
(dos receptores) pelo GnRH inicia-se pelas vias de transducéo de sinal intracelular,
para induzir a sintese e liberagcdo das gonadotrofinas, o horménio luteinizante (LH) e
0 hormonio foliculo-estimulante (FSH) (DUELLO; NETT, 1980; NETT et al., 2002).

Como na fase pré-ovulatoria, ha o pico de LH e esses estimulos promovem, a
partir das células remanescentes do foliculo (teca e granulosa) (DAVIS; RUEDA,
2002; DENSCHLAG; KECK, 2002), a ovulacéo e, consequentemente, a formacéao do
CL (AYAD et al., 2007). Na espécie bovina, existe uma alta relagdo entre LH x P4 na
fase luteinica, o que impacta a duracdo das ondas foliculares e o crescimento dos

foliculos (HATLER et al., 2008). O uso de progesterona e progestagenos exdégenos é
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uma excelente ferramenta de manipulacéo do ciclo estral do animal, que proporciona
maiores concentracfes de P4 circulante, reduz a frequéncia de pulsos de LH e
blogueia o pico pré-ovulatorio durante o desenvolvimento do foliculo dominante,
proporcionando-lhe um crescimento adequado, evitando a maturacao prematura do
oocito (KESNER; PADMANABHAN; CONVEY, 1982; IMWALLE; FERNANDEZ;
SCHILLO, 2002; KIM; TANAKA; KAMOMAE, 2003; WILTBANK et al., 2011a; HE et
al.,, 2017), da ovulagédo e expressdo do estro (TRIMBERGER; HANSEL, 1955;
ALLRICH, 1994; IMWALLE; FERNANDEZ; SCHILLO, 2002), pois a administragao
desse esteroide na forma natural ou sintética, pela via oral, subcutanea, intramuscular
e, principalmente, intravaginal (RATHBONE et al., 2001), possibilita sua liberacéo
gradual e controlada, proporcionando o controle do momento do estro e da ovulacéo
(MACMILLAN; PETERSON, 1993). Consequentemente, melhores taxas de prenhez
podem ser obtidas (VASCONCELOS et al., 2001; INSKEEP, 2004; WILTBANK et al.,
2011b). Por essas caracteristicas, 0os progestagenos sao muito utilizados, tanto na
medicina humana (CHAKRAVARTY et al., 2005; GANESH et al., 2011; TOMIC et al.,
2015; SAHARKHIZ et al., 2016; IBRAHEM, 2019; MACEDO et al., 2022), quanto na
medicina veterinaria, principalmente na espécie bovina (GALVAO et al., 2004; LIMA
et al.,, 2009; CHEBEL et al., 2010; BISINOTTO et al., 2013; COLAZO et al., 2013;
PUGLIESI et al., 2019).

2.4.1 Teor plasmético de P4 e hipoprogesteronemia

O teor de progesterona circulante das fémeas bovinas durante o
desenvolvimento do foliculo ovulatério é fundamental para alcancar uma taxa
satisfatoria de fertiidade em vacas leiteiras (BISINOTTO et al., 2010). Ele é
determinado por um conjunto de mecanismos fisiolégicos, como ligacfes as proteinas
plasmaticas, seu acumulo em tecido adiposo, absor¢do em tecidos e 6rgdos que
contém seus receptores, ingestdo alimentar (HAMUDIKUWANDA et al.,, 1996;
RABIEE; MACMILLAN; SCHWARZENBERGER, 2001) e um equilibrio entre a sua
propria producéo, principalmente pelo corpo Iiteo e o seu metabolismo, sobretudo
pelo figado. Em vacas leiteiras, o volume de tecido luteinico é o fator determinante na
producdo desse esteroide, porém, a inadequada concentracdo sérica de P4 nessa

espécie esta associada ao metabolismo excessivo do esteroide, resultado de um fluxo
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sanguineo hepatico extremamente elevado em animais de alta producédo leiteira
(WILTBANK et al., 2011a).

As concentracdes séricas de P4 variam de acordo com raga, idade, estado
nutricional, fase e periodo em que se encontram no ciclo estral, como por exemplo,
vacas no pos-parto que apresentaram concentracdes plasmaticas de progesterona
préximo de 0,5 ng/mL (BRIDGES et al., 1999), assim como animais lactantes e
ovariectomizados da raga pardo-suico com concentragfes plasméticas de 0,3 ng/mL
(HOLLENSTEIN et al., 2006), vacas também ovariectomizadas da raca Braford com
niveis séricos de P4 menores que 0,5 ng/mL (ROCHA et al., 2011), holandesas com
esses mesmos valores no inicio (DO) e final (D21) do ciclo estral e picos entre 5,1
ng/mL (no Dia 13) (DIAZ et al., 1986) a 16,0 ng/mL no diestro (BADINGA et al., 1994),
lactantes da mesma raca na presenca de corpo lateo funcional com teores superiores
a 1,5 ng/mL (MIALOT et al., 1999) e novilhas ciclicas com taxas acima de 1 ng/mL
(WHISNAT; BURNS, 2002). Apesar dessas variacbes, em modo geral, e
independente de raga, idade, estado nutricional e fase do ciclo estral, as
concentracbes plasméticas nessa espécie sao inferiores a 1 ng/mL nas fases que
antecedem o diestro (ADEYEMO e HEATH, 1980).

Apesar disso, observa-se em vacas leiteiras lactantes, uma importante relacéo
entre a ingestdo de matéria seca, fluxo sanguineo hepatico e concentracdes
circulantes de P4 e até mesmo do estradiol-1783, pois, o0 aporte desse tipo de alimento
encarregado de suprir as demandas energéticas, para que ocorra a producdo de
grandes quantidades de leite (HARRISON et al., 1990), desencadeia 0 aumento do
fluxo sanguineo e do figado, aumentando-se em mais de 60% a taxa de depuracéo
metabdlica, quando comparado com néo lactantes (SANGSRITAVONG et al., 2002;
TURINO et al., 2010), resultando em baixos teores de E2 e, principalmente, P4
(SANGSRITAVONG et al., 2002; WILTBANK et al., 2006), em atraso da ovulacao e
no envelhecimento do odcito (VANHOLDER et al., 2005), ou seja, ha uma relacdo
negativa entre a ingestdo de racdo e a concentracdo plasmatica desse esteroide
(VASCONCELOS et al., 2003), que interfere na duracdo do estro, compromete a
fertilidade e impacta negativamente a eficiéncia reprodutiva desse grupo de animais
(WASHBURN et al., 2002; LOPEZ; SATTER; WILTBANK, 2004; LOPEZ et al., 2005;
VANHOLDER et al., 2005; WILTBANK et al., 2006).

No entanto, essa hipoprogesteronemia pode ser suprida com a utilizacdo de

dispositivos para liberacado de P4. Em programas de IATF, geralmente se empregam
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tratamentos com duracdo de 7 a 9 dias, portanto, uma preocupacdo bastante
pertinente diz respeito a capacidade dos dispositivos proporcionarem teores de

progesterona proximos de 2 ng/mL no momento da retirada dos mesmos.
2.4.2 Administracdo de fonte exdgena de P4

A progesterona foi um dos primeiros farmacos utilizados para o controle do ciclo
estral de vacas (CHRISTIAN; CASIDA, 1948) e, desde entdo, surgiram diversas
formas de administracdo exdégena, como por exemplo, a via oral, a intramuscular, a
subcutanea e, principalmente, a intravaginal que mostra-se eficiente em liberar o
esteroide diretamente na vagina (Figura 2) o que bloqueia a ovulacdo e estro dos
animais por tempo pré-determinado, maximiza o desempenho reprodutivo desses
grandes ruminantes (ROCHE, 1976; BO; BARUSELLI, MARTINEZ, 2003; DE
GRAAFF; GRIMARD, 2018) e caracteriza-o, principalmente no periodo do pos-parto,
como indutor de ciclicidade ovariana (MIBM, 1999) em vacas em anestro e também
em animais leiteiros (RHODES et al., 2002; CHEBEL et al., 2006).

Figura 2 - Modelo farmacocinético de base fisiologica para liberacdo de drogas de anel vaginal
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A suplementacao de P4 melhora respostas de fertilidade em vacas leiteiras em
lactacdo, beneficia vacas sem corpo lateo no inicio de protocolos, além de diminuir o
risco de perda da prenhez, quando administrada durante o desenvolvimento do
foliculo ovulatério (BISINOTTO et al., 2015). Assim, a utilizacdo de um dispositivo
como fonte exdgena de P4 é uma ferramenta eficaz para a sincronizacao de ovulacfes
de vacas leiteiras, possibilitando um melhor controle da maturacéo dos foliculos e do

ciclo estral.

2.5 DISPOSITIVOS

O interesse da humanidade em controlar o ciclo reprodutivo e evitar a
possibilidade de uma gestacéo € datado ha mais de dois milénios quando o “Pai da
Medicinal Ocidental”, Hipdcrates, recorria a diferentes meios para evitar a fecundacao.
Ja no século XX, Christian e Casida (1948) utilizaram pela primeira vez a progesterona
em ruminantes, com o intuito de entender e controlar os ciclos estrais em bovinos.
Mas, somente a partir de 1950, com a comprovacao de que a administracéo via oral
de P4 era capaz de impedir a ovulacdo em mulheres, pelos cientistas Gregory Pincus
e John Rock (SANTANA; WAISSE, 2016) é que ela passou a ser foco de importantes
estudos ao redor do mundo.

Assim, em meados do século passado, iniciaram-se 0s primeiros experimentos
desse esteroide em ovelhas (ROBINSON, 1965; DZIUK; COOK, 1966). Nos anos de
1960 estudos utilizando esponjas intravaginais de P4 sintética foram realizados nas
espécies ovina e caprina (RATHBONE et al., 2000). Na década seguinte, Mishell e
Lumkin (1970) conseguiram cessar os picos de LH e da ovulagdo em mulheres que
utilizavam anéis vaginais de progestagenos em silicone e demonstraram o quéo
importante esse esteroide tornava-se, tanto para a medicina humana, quanto para a
veterindria e, assim, iniciou-se a produgcdo, em grande escala na industria
farmacéutica animal, principalmente para bovinos (ROCHE, 1974), dos dispositivos
de P4 ou analogos de uso intravaginal, pelo fato do ambiente em que ele é inserido
propiciar elevada distribuigédo sistémica do farmaco (TIETZ; KLEIN, 2019).

Apesar de ser uma tecnologia descoberta ha mais de 50 anos, até hoje ela
continua sendo uma ferramenta de alta eficacia para o acréscimo do desempenho
reprodutivo de ruminantes em programas de inseminacdo (RATHBONE et al. 2000,
SALES et al, 2015; PEREIRA et al., 2017; DE GRAAFF; GRIMARD, 2018;
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ZWIEFELHOFER et al., 2021), garantindo satisfatoria sincronizacéo para gado leiteiro
(WALSH et al., 2007; MELO et al.,, 2018), alem de diminuir as taxas de perda
gestacional em vacas lactantes (BISINOTTO et al., 2015).

Esses implantes evoluiram pelo desenvolvimento de anéis flexiveis de silicone
a base de polimeros orgéanicos, o polissiloxano e de etileno acetato de vinila que
continham progestinas ou progestinas combinadas com estrogénios (HARWOOD,;
MISHELL, 2001). Mais recentemente, a maioria dos dispositivos intravagiais (DIV)
comerciais para espeécie bovina séo estruturas de nylon ou policarbonato em forma de
“T” ou “Y”, revestidos por matriz inerte (silicone), impregnada uniformemente com
progesterona (RATHBONE et al., 1997; RATHBONE et al., 2002a).

2.5.1 Policarbonato

Os policarbonatos (PC) séo poliésteres lineares, derivados da reacéo do acido
carbbnico com compostos di-hidroxilados aromaticos ou alifaticos (WIEBECK;
HARADA, 2005; TAKEUCHI, 2012). Sao obtidos pela reacéo entre o bisfenol A ou
defenilol propano e o fosgénio em meio alcalino e apresenta a seguinte estrutura
bésica (Fig. 3) (WIEBECK; HARADA, 2005; FREEMAN; LEVINE, 2017):

Figura 3 — Estrutura quimica do policarbonato
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Fonte: Wiebeck e Harada (2005).

O polimero destaca-se por ser transparente como o vidro e resistente como o
aco. Possui excelente processabilidade, resisténcia mecéanica e tenacidade, ou seja,
elevada resisténcia aos impactos. Com isso, ele combina caracteristicas desejaveis
dos metais e dos vidros, aliadas ao facil processamento dos termoplasticos e as
propriedades de longo prazo dos termofixos (WIEBECK; HARADA, 2005; HACKER,;
MIKOS, 2011; HACKER; KRIEGHOFF; MIKOS, 2019), além de possuir a temperatura



33

de transicdo vitrea de 145° C, o que geralmente € suficiente para a maioria das
aplicacoes (WU et al., 2013).

Esse termoplastico, que também é inerte ao ataque de microrganismos, €
facilmente moldado por processos de termoformagem (WU et al., 2013), no entanto,
por serem higroscopicos (ou seja, absorvem agua na estrutura quimica) precisam ser
completamente secos antes do processamento térmico, para evitar a formacao de
bolhas de &gua no produto e ndo comprometer sua eficiéncia mecanica (PRATT;
TOLLAFIELD, 2005).

Devido as caracteristicas peculiares, milhdes de toneladas do PC séo
produzidos em todo o mundo (TAKEUCHI, 2012) para diversos mercados e diferentes
finalidades, entre elas, confeccdo de lentes para Oculos de seguranca (FREEMAN;
LEVINE, 2017), aplicacbes elétricas (capas de computador, celulares e outros),
artigos domesticos e de consumo (pias de cozinha, capacetes), embalagens (garrafas,
recipientes para alimentos) (TAKEUCHI, 2012), fardis e as carcacas de lanternas para
carros, visores, recipientes para uso em fornos de micro-ondas, tubos de centrifuga,
réguas e transferidores, partes internas de avibes, rotores de bombas e ventiladores
entre outras (WIEBECK; HARADA, 2005).

Tao importante quanto as utilidades citadas anteriormente, é o uso do PC na
medicina humana e veterinaria para a producdo de acessorios, de aparelhos
hospitalares, em substituicdo ao aco e ao vidro (WIEBECK; HARADA, 2005),
fabricacdo de placas ortopédicas (PRATT; TOLLAFIELD, 2005), filtros de sangue e
marca-passos (TAKEUCHI, 2012) e confecc¢ao de sistemas de liberacao de farmacos
(HACKER; KRIEGHOFF; MIKOS, 2019), como por exemplo os implantes intravaginais
que liberam progesterona dentro do ambiente vaginal de bovinos e outras espécies
por meio de dispositivo de silicone.

2.5.2 Silicone

O silicone ou polisiloxano é uma mistura de moléculas poliméricas semi-
inorganicas composta por carbono, oxigénio, hidrogénio, e principalmente, de silicio
(BRODY, 1988; PEIXOTO, 2001; WIEBECK; HARADA, 2005; ZHU et al., 2006), que
é 0 segundo elemento mais abundante na crosta terrestre depois do oxigénio (KSIAA
et al.,, 2021), e encontrado em forma de areia ou cristais de rocha (WIEBECK;

HARADA, 2005). Justamente ele, é o elemento central do silicone, que apesar de ter
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sido descoberto no inicio do século XIX (PEIXOTO, 2001), foi somente apds a
Segunda Guerra Mundial que comecou a ser amplamente utilizado em estruturas
poliméricas de diferentes setores, como engenharias, transporte, cosméticos, téxtil
(HALL, 1993), além da area médica (PATEL et al., 2022).

Neste tipo de composto, os polisiloxanos, o silico (Si) forma cadeias
semelhantes as dos hidrocarbonetos, nas quais seus atomos, juntamente com os de
oxigénios se alternam no lugar dos &tomos de carbono, fornecendo-lhes propriedades
particulares, como no polidimetilsiloxano (PDMS), o membro mais utilizado desta
familia de polimeros (PEIXOTO, 2001; ZALEWSKI; CHYLEK; TRZCINSKI, 2021). Ou
seja, a engenhosidade deste composto, quando comparado com a silica natural, da-
se aos diferentes grupos organicos contendo “carbono” em sua estrutura molecular,
que aferirdo caracteristicas peculiares e intrinseca, como maior ou menor fluidez,
viscosidade e até rigidez no produto final (WIEBECK; HARADA, 2005; ZALEWSKI;
CHYLEK; TRZCINSKI, 2021).

E, por estes motivos, a borracha de silicone possui propriedades quimicas que
lhe confere alta durabilidade e resisténcia as situacfes adversas a que possam ser
expostas, como em choques mecéanicos e oscilagcdes de temperaturas, entre outros,
gue a elegem como um polimero altamente eficaz para desempenhar seu papel nos

desafios encontrados, no ambiente intravaginal de grandes ruminantes.

2.6 TESTE IN VIVO (determinacéo de P4 in vivo)

Intrinsicamente, as concentracfes plasmaticas da progesterona podem ser
influenciadas por diversos fatores como, estado nutricional, raga, idade,
amamentacao, periodo do ciclo estral, presenca ou nao de corpo luteo, entre outros
(DIAZ et al., 1986; BADINGA et al., 1994; BRIDGES et al., 1999; MIALOT et al., 1999;
WHISNAT; BURNS, 2002; HOLLENSTEIN et al., 2006; ROCHA et al., 2011), podendo
ser mensuradas pela da coleta do plasma (in vivo) dos bovinos.

Aléem desses, sua concentracdo pode variar quando utilizadas fontes
exdgenas, como os DIV impregnados com P4 ou progestagenos em seu biomaterial,
e serdo influenciadas pela velocidade e capacidade de liberacdo do horménio na
matriz de silicone (FREITAS; MERKLE; GANDER, 2005), pela area e espessura da
matriz polimérica, concentracdo de progesterona nesta matriz, além da espécie e

categorias de animais e até mesmo, como dito anteriormente, capacidade de
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biotransformacao do esteroide (RATHBONE et al., 2002a; RATHBONE et al., 2002b;
SILVA et al., 2021).

Assim, dispositivos da mesma marca e concentracdo podem apresentar
diferencas nas quantidades de P4 liberada no decorrer dos dias de implantagao
(MACMILLAN et al., 1991; RATHBONE et al., 2002a; RATHBONE et al., 2002b),
porém, apresentam o mesmo perfil de liberacéo in vivo, ou seja, rapido crescimento
nos teores plasmaticos nas primeiras horas da insercdo do dispositivo (SILVA et al.,
2021) e gradual declinio até o dia da retirada dos implantes (RATHBONE et al.,
2002a).

Além do teste in vivo, € de grande importancia também avaliar a liberacdo in
vitro, pois o sincronismo entre a taxa de liberacdo de hormonio e as concentracdes de
progesterona no sangue, sdo substanciais para facilitar a aprovacao de DIV pelas

agéncias regulatorias (TOSCA et al., 2021).

2.7 TESTE IN VITRO (determinacéo de P4 in vitro)

Sempre que um farmaco for aprimorado ou um novo registrado, é necessario
garantir que a sua dissolucdo ocorra de maneira adequada (COSTA; LOBO, 2001).
Para isso, desenvolveram-se os testes de liberacdo in vitro, que sédo habitualmente
utilizados nas empresas como uma ferramenta de controle de qualidade, para testar
formulagcbes de produtos, mas pouco relatados na literatura e na predicdo do
desempenho in vivo de implantes vaginais (BOYD et al., 2019).

Em 1997, Bunt e colaboradores adaptaram uma metodologia da United States
Phamacopeia, na qual dosava-se os teores de P4, in vitro, de dispositivos vaginais de
mulheres para quantifica-las também em implantes de uso animal, e os valores
liberados e acumulados em funcdo do tempo obtidos sdo adaptaveis a diferentes
modelos mateméaticos, como por exemplo, Zero order kinetics, First Order kinetics,
modelos de Weibull, Higuchi, Hixson—Crowell, Korsmeyer—Peppas, Baker—Lonsdale,
e Hopfenberg, que descrevem a cinética de liberacdo no meio no qual o produto esta
introduzido (COSTA; LOBO, 2001).

Entre os modelos citados acima, o que mais parece se enquadrar para
representar a taxa da liberacdo in vitro de progesterona, em DIV, € a Equacéao de
Higuchi, cujo coeficiente angular pode ser obtido pela quantidade de P4 liberada por
cm? em funcdo da raiz quadrada do tempo (HIGUCHI, 1961; MARIANO et al., 2010)
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e é representada pela seguinte formula: Qt = Knt'2, onde Qt é a quantidade da P4
liberada no tempo (t) e K é constante da cinética de liberagao.

No entanto, a difusdo de uma substancia em uma matriz depende também de
outros fatores, como o material utilizado para a confeccao do produto, a concentracao
inicial do esteroide, a geometria, entre outros (SIEPMANN; LECOMTE; BODMEIER,
1999).

Assim, é extremamente desafiador estabelecer os IVIVC de farmacos de agéo
modificada, como os implantes, devido a falta de padronizacdo e a variabilidade
farmacocinética (JUG et al., 2018). No entanto, ha adapta¢cdes na equacao que

permitem relaciona-la com os resultados liberados in vivo (MARIANO et al., 2010).

2.7.1 Dodecil sulfato de sodio (SDS)

O Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) ou Lauril Sulfato de Sodio € um surfactante
aniénico (carga negativa), de férmula molecular Ci2H2sNaO4S (ARENZON et al.,
2003), capaz de solubilizar compostos insollveis em agua, que apresenta uma por¢ao
polar (hidrofilica), que o torna soluvel em agua, pois interage ativamente por
interacdes dipolo-dipolo ou ion-dipolo e um grupo sulfato e outra apolar (hidrofébica)
constituido por um hidrocarboneto linear, ramificado ou aromatico e de cadeia longa
(SINGER; TJIEERDEMA, 1993; DEMISSIE; DURAISAMY, 2016).

Esse tensoativo € rotineiramente utilizado no cotidiano do homem em forma de
detergentes, cosméticos, produtos de higiene pessoal, sabonetes e shampoos
(NGUYEN; PHAN; SEN, 2016; MONDAL; ADAK; DATTA, 2019), pois possuem a
capacidade de formar micelas que promovem a retencao das sujidades hidrofébicas
e, consequentemente, sua limpeza (MANIASSO, 2001), em industrias agroquimicas
(em forma de pesticidas), téxteis, mineradoras (MONDAL; ADAK; DATTA, 2019),
celulésica e de polimeros (NGUYEN; PHAN; SEN, 2016), na industria quimica,
farmacéutica (SINGER; TJEERDEMA, 1993), em pesquisas que atuam com
processos de biodegradabilidade (ANDERSON et al., 1990; MIRBAHOUSH,;
CHAIBAKHSH; MORADI-SHOEILI, 2019; SAHA; CHAKRABORTY; GHANGREKAR,
2020) e outras que envolvem processos bioquimicos como extracdo e desnaturacdo
de proteinas (SEDDON; CURNOW; BOOTH, 2004; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2005;
LIU; GUO; GUO, 2007), formulacdo de géis de eletroforese (ZHANG et al., 2005;
DOSUNMU et al., 2020), na area da satde (URDANETA et al., 2005; SANCHEZ et al,
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2007; RODI; TRUCCO; GENNARO, 2008) e até mesmo usados em preparacoes
odontoldgicas, topicas e vaginais, além de apresentar propriedades solubilizadoras
em determinadas condi¢cdes (SHALEL; STREICHMAN; MARMUR, 2002) que
qualificam o SDS para ser um meio para realizacdo de testes de dissolugcédo de
farmacos in vitro (WEISS et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

Quantificar a progesterona (P4) plasmatica de vacas leiteiras lactantes e de alta
producéo, apods a aplicagéo intravaginal do novo dispositivo contendo 3,2 gramas de
progesterona (SM-3,2), por um periodo de nove dias, considerando-se 0s seguintes
tempos de colheita de amostras de sangue: TO (imediatamente antes da introducéo
do dispositivo), 2h, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h; 72h, 96h, 120h, 144h, 168h, 192h e 216h,
apos a colocacao dos dispositivos e, ainda nos tempos 228h, 240h, 252h e 264h, que

correspondem a 12, 24, 36 e 48h apos a retirada dos mesmos (experimento in vivo).

Obter o perfil de liberagdo de P4 em teste de dissolugao in vitro, com emprego
de solucéo etanol-agua desionizada (60:40 v:v), por um periodo de nove dias (DO — 2
min/0,33 horas, 2 horas, 4h, 8h, 12h; 24h; 48h; 72h; 96h; 120h; 144h; 168h; 192h;
216h), do novo dispositivo intravaginal (SM-3,2), para vacas leiteiras de alta producédo
(experimento 1 —in vitro);

Obter o perfil de liberagao de P4, em teste de dissolucao in vitro, com emprego
de solucdo aquosa, com surfactante anidénico de Dodecil Sulfato de Sodio 0,5% (SDS-
0,5%), por um periodo de nove dias (DO — 2 min/0,33 horas, 2 horas, 4h, 8h, 12h; 24h;
48h; 72h; 96h; 120h; 144h; 168h; 192h; 216h), do novo dispositivo intravaginal (SM-

3,2), para vacas leiteiras de alta producao (experimento 2 —in vitro);

Obter a correlacdo do perfil de liberacao in vivo, com os perfis de liberacdo

obtidos a partir dos dois experimentos in vitro.



39

4 HIPOTESES

O novo dispositivo intravaginal de progesterona (SM-3,2) proporciona, in vivo,
um periodo de pelo menos nove dias de teores plasméticos de progesterona,

superiores a 1 ng/mL, evitando a ovulacédo do FD, durante o periodo de uso.

Esse novo implante intravaginal de P4 (SM-3,2) tem a capacidade de liberar o
hormonio, obedecendo a equacao de Higuchi, tanto pela técnica padrao de andlise
por dissolucdo, em solucao etanol-agua desionizada (ALC-60%), quanto pela técnica,
utilizando-se Dodecil Sulfato de Sédio 0,5% (SDS-0,5%) como meio de dissolucéo in

vitro.

Ha correlacdo in vitro-in vivo, independente do meio (alcéolico ou SDS).

Entretanto, o meio aquoso apresenta melhor correlacdo in vitro-in vivo.



40

5 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Farmacologia e Endocrinologia da
Reproducdo (LFER), do Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&ao Paulo.

5.1 EXPERIMENTO IN VIVO
5.1.1 Local e periodo do experimento in vivo

O ensaio in vivo foi realizado de setembro a dezembro de 2021, na matriz da
Fazenda Colorado (XANDO), com sede na cidade de Araras/SP (Figura 4), no
Laboratorio de Farmacologia e Endocrinologia da Reproducdo (LFER) do
Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade de S&o Paulo (USP), localizado no Campus
‘Fernando Costa”, situado na cidade de Pirassununga/SP, em parceria com a
Innovare Biotecnologia e Saude Animal Ltda. e a Bioxen Pesquisa e Desenvolvimento
em Medicina Veterinaria. Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (protocolo n® 8917190821 - FMVZ/USP).

Figura 4 — Fazenda Colorado (XANDO), com sede na cidade de Araras/SP
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5.1.2 Animais e critérios

Foram empregadas 20 vacas da raca Holandesa (Bos taurus taurus),
multiparas e lactantes, em boas condi¢des clinicas, atestadas por exames fisicos e

escore de condicao corporal (ECC) entre 2,5 e 3,0 (escala de 1 a 5) (Figura 5).

veTTvT vveTw - W

Figura 5 — Animais com escore de condicéo corporal (E. C. C.) entre 2,5e 3,0 (escalal a5
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Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

Além disso, as fémeas deveriam estar ciclando o que foi verificado pelo
escaneamento e visualizagdo dos ovérios (Figura 6) por meio de avaliagcbes
ultrassonogréficas via transretal, com emprego de probe linear (Z-5 Mindray). As
configuragcbes da imagem foram padronizadas em escala de cinza (modo-B) e em
frequéncia de 7,5 MHz (Megahertz), para melhor visualizacdo das estruturas
ovarianas. Quando necessério, realizou-se a varredura também pelo modo Doppler-

colorido, para visualizagdo do fluxo sanguineo do CL em frequéncia de 5,7 MHz.
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Figura 6 — Imagem ultrassonografica ovariana (com CL e FD), no modo - B
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Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

Os animais escolhidos para o estudo apresentavam-se vacinados contra febre
aftosa e brucelose, com idade entre 36 e 60 meses, producdo média leiteira de
52,1+7,77L/dia) e foram divididos em duas classes segundo a producédo leiteira,
utilizando-se a mediana (51L/dia): Classe — 1 (animais de alta producéao leiteira e
acima da mediana - 51L/dia) e Classe - 2 (vacas também de alta producado, no
entanto, abaixo da mediana - 51L/dia).

Durante o0 estudo, os animais poderiam ser descontinuados, caso
apresentassem alteracdes sistémicas indicativas de doenca, ou se eventualmente
fossem tratados com antimicrobianos ou anti-inflamatérios, devido a qualquer outra
ocorréncia ndo relacionada a pesquisa. Também seriam excluidos animais que
apresentassem alteracdo na glandula mamaéria, ao exame fisico, ou que cessassem
o periodo de lactacdo ao longo do estudo; no entanto, os animais participaram do
estudo sem nenhuma ocorréncia. Alteracbes causadas por estresse ou que
apresentassem justificativa fisioldgica ndo foram adotadas como critério de excluséo.

No decorrer do periodo experimental, os animais foram mantidos sob as
mesmas condi¢cdes ambientais (luz e temperatura) e contidos em canzil, somente no

momento do manejo. Receberam agua e suplementacdo mineral ad libitum e apos a



43

ordenha da manha (5h), tarde (13h) e noite (20h), alimento volumoso composto de
silagem de milho e caroco de algodao e concentrado a base de racédo comercial. Os
animais do estudo permaneceram no sistema de confinamento em “free stall” fechado
e totalmente climatizado (Figura 7), com os demais da propriedade e, apdés o

experimento, retornaram a rotina da fazenda.

Figura 7 — Sistema de confinamento em “free stall” — Fazenda Colorado
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Fonte: éai]éer-Gonzég 222-3)'.
5.1.3 Delineamento Experimental

Foi empregado um delineamento em “Cross over”, com dois periodos, nos
quais distribuiram-se as 20 vacas em dois grupos experimentais: 1) Grupo CON -
controle: vacas com implante auricular subcutaneo de progestageno; e 2) Grupo SM-
3,2 - tratado: vacas com dispositivo intravaginal com 3,2 gramas de P4. Ao fator
tratamento, foram acrescentadas amostras repetidas no tempo. Antes do inicio de
qualquer atividade, submeteram-se as vinte fémeas bovinas multiparas e lactantes a
um protocolo de sincronizagéo do ciclo estral pré-inclusdo, em dois momentos do
experimento (P1 e P2), com a finalidade de induzir a formacao de corpo lateo. Para
isso, adotou-se o protocolo apresentado nas Figura 8:
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Figura 8 — llustracdo do delineamento experimental com protocolo de sincronizacdo do ciclo estral para inclusdo de animais no estudo, avaliacdes
ultrassonogréficas e periodos de colheita de sangue (P1)
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Fonte: Guilger-Gonzaga (2021).
memwesmnr | - DiSPOSitivo intravaginal de P4 (progesterona); Gonador: gonadorelina; PGF2a: cloprostenol sédico; BE: benzoato de estradiol; Crestar:
progestageno; US: ultrassonografia retal; BID — bis in die.




45

Os animais foram contidos em canzil (Figura 9) e submetidos a avaliacéo clinica
e ultrassonogréafica no periodo matutino, no primeiro dia da sincronizacdo do ciclo
estral, para selecao e inclusdao dos animais no estudo. A sincronizagéo iniciou-se
dezenove dias antes dos tratamentos dos grupos experimentais (D-19 no P1 e D+11
no P2) com a administracdo de 0,25 mg de Gonadorelina (Fertagyl® - MSD Saude
Animal Brasil), imediatamente antes da aplicacdo do dispositivo intravaginal de 1,99
de progesterona (CIDR® - Zoetis Brasil), que foi retirado apos sete dias (D-12 / D+18),
quando foi administrado 0,530 mg de Cloprostenol Sédico (Cioprostinn® - Boehringer
Ingelheim). A retirada do dispositivo e a administracdo da prostaglandina asseguraram
a interrupcado da fase progestacional, proporcionando ao foliculo dominante (FD)
ambiente hormonal favoravel a maturacdo folicular final. No dia seguinte apos a
retirada do dispositivo (D-11 / D+19) aplicou-se 1,0 mg de Benzoato de Estradiol
(Estrovulinn® - Boehringer Ingelheim), com intuito de diminuir a variagdo nho momento

da ovulacao.

Figura 9 — Canzil de contencéo dos animais — “free stall” da Fazenda Colorado
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Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

Apés oito dias da administragdo do BE (D-3 / D+27), os animais foram

submetidos a ultrassonografia transretal, para confirmar a presenca do CL e inclusdo
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dos mesmos no estudo e, em seguida, todos eles receberam implante auricular
subcutéaneo do progestageno Norgestomet (Crestar® - MSD Saude Animal Brasil),
para evitar possiveis ovulagbes de novos foliculos, bloquear o eixo hipotalamo
hipofisério e evitar a formacédo de CL, que produziria P4 enddgena. No dia seguinte
(D-2 / D+28), ou seja, dez dias apods a retirada dos implantes, administrou-se 0,530
mg de Cloprostenol Sadico (BID), para induzir a regressdo do CL e interromper a
producdo de P4 (Figura 10), para que as colheitas de sangue, seguramente, se

iniciassem na auséncia de CL funcional.

Figura 10 — Imagem ultrassonografica no modo - Doppler do ovario com CL vascularizado

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

Quarenta e oito horas ap6s (no DO / D+30) e, ainda no periodo matutino,
realizou-se outra visualizacdo ovariana, na qual foi confirmada a auséncia de CLs
funcionais e, em seguida, os animais foram estratificados em dois grupos, controle -
CON (n=10) e tratado — SM-3,2 (n=10). Assim, os animais do grupo CON receberam
implante auricular subcutaneo de progestageno adicional (Crestar®), enquanto os do
grupo SM-3,2 tiveram o implante subcutaneo retirado e receberam o novo dispositivo

contendo 3,2g de P4 e com area superficial de 248,8 cm?/cada (Figura 11).
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Figura 11 — Prot6tipo do novo dispositivo intravaginal SM — 3,29

Fonte: Fonte: Innovare Biotecnologia e Saude Animal Ltda (2023).

Neste dia (DO / D+30), foram feitas as colheitas de amostras sanguineas na
veia epigastrica superficial (mamaria) (Figura 12) no TO (momento que antecede a
implantacéo dos DIV nos animais) e 2h, 4h, 8h e 12h apds colocagéo dos dispositivos.
Entre os dias 1 e 9, foram colhidas as amostras, diariamente, até a retirada dos
implantes: 24h (D1), 48h (D2), 72h (D3), 96h (D4), 120h (D5), 144h (D6), 168h (D7),
192h (D8) e 216h (D9m). Apds a retirada dos implantes, colheram-se mais 4 amostras
de sangue, com intervalo de 12h, nos tempos : 228h (D9,5), 240h (D10) 252h (D10,5)
e 264h (D11). No D10 foi administrado PGF2a (BID), com intuito de eliminar qualquer
CL “ativo”. Em seguida, no D11, aplicaram-se 0,250 mg de gonadorelina (Fertagyl®
MSD Brasil), totalizando no final dessa primeira etapa do experimento, 18 amostras
sanguineas de cada animal. A administracdo da dose de GnRH, no ultimo dia de
coleta de sangue (D11), correspondeu ao inicio da segunda etapa (P2) do
delineamento alternado, ou seja, 0os que eram do grupo controle, no primeiro periodo
(P1), passaram ao grupo dos tratados e vice-versa e assim todas essas mesmas
etapas foram repetidas no P2. Os dispositivos SM-3,2 retirados foram higienizados e

encaminhados ao laboratoério para quantificacéo do teor de P4 residual.
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Figura 12 — Realizacdo da colheita sanguinea em veia epigastrica superficial (mamaria)

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).
5.1.3.1 Exame ultrassonografico

Com os animais devidamente contidos no canzil, realizou-se a varredura
ovariana ultrassonogréfica via transretal, com emprego de probe linear (Z-5 Mindray),
enquanto os animais estavam implantados para verificar se algum deles né&o
ovularam, tanto no P1 quanto no P2. As configura¢cdes da imagem também foram
padronizadas em escala de cinza (modo-B) e em frequéncia de 7,5 MHz, e 5,7 MHz

para o modo Doppler-colorido.
5.1.3.2 Tratamento

Foram administrados no DO, no periodo da manha, os tratamentos no grupo
CON (implante auricular subcutaneo de progestageno) e no grupo SM-3,2 (dispositivo
intravaginal com 3,29 de progesterona), este com auxilio de um aplicador intravaginal.

Os implantes permaneceram nos animais por nove dias, tanto no periodo 1, quanto



49

no periodo 2 do experimento. Os horarios de implantacdo e retirada dos dispositivos
foram anotados em formuléarios e padronizados como horario-base para a colheita do
material biolégico até o final do experimento, ou seja, até o décimo primeiro dia ap6s

a colocacao dos dispositivos, ou dois dias apds a sua retirada.

5.1.3.3 Colheita das amostras (sangue) e processamento

Durante todas as etapas (pré-sincronizagdo, exame clinico e ultrassonografico,
implantacdo e retirada dos dispositivos) os animais foram acompanhados até o canzil,
evitando-se qualquer tipo de estresse e, ao final de cada manejo, os mesmos foram
soltos e encaminhados junto aos outros animais do corredor.

Para a colheita das amostras de sangue e obtenc&o do plasma, realizou-se a
assepsia do local com algodado e alcool 70° e, em seguida, utilizando-se agulhas
estéreis e tubos tipo Vacutainer, puncionou-se e colheram-se, pela veia mamaria,
aproximadamente 9 mL de sangue, de cada animal, em tubos com heparina (tampa
verde), tomando-se o cuidado de evitar borbulhamento da amostra. Os tubos,
devidamente identificados com os respectivos nimeros de registro dos animais, foram
dispostos em estantes préprias e em caixa térmica de isopor contendo gelo gel
artificial reutilizavel até o momento do processamento das amostras. O horario de
colheita do material biolégico foi anotado em formulérios e o tempo de colheita em
todos os animais ndo excedeu uma hora nos dias de implantagdo dos dispositivos
(DO) tanto do primeiro quanto do segundo periodo e, meia-hora (30 minutos) nos
demais dias de coleta (DO a D11), em ambos os periodos.

Todos os dias, apds o término da colheita, os tubos foram encaminhados ao
laboratério na prépria sede, onde as amostras foram centrifugadas (Figura 13) a 1500

g durante 15 minutos a temperatura de 4°C (Centrifuga Refrigerada Hettich — 380R).
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Figura 13 — Laboratério com centrifuga (Centrifuga Refrigerada Hettich — 380R

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

Apés a centrifugacdo, com auxilio de uma pipeta Pasteur, o plasma foi
fracionado em trés tubos de plasticos tipo Eppendorf, previamente identificados
(aproximadamente 1,0 mL em cada) (Figura 14), acondicionados em caixas
criogénicas e armazenados em freezer, até o envio ao laboratério, para dosagem da
concentragdo plasmatica de P4, por Radioimunoensaio (RIE).

Figura 14 — Mesa laboratorial com tubos de heparina (plasma) e eppendorf

T

Fonte: Guilger:Gonzaga (2023).
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5.1.4 Quantificacado da progesterona

O método de quantificacdo da P4 no plasma de bovinos foi realizado por RIE,
com o kit CT-500 (MP Biomedicals) no Contador Cobra Auto Gamma (Packard) da
Perkin Elmer do Laboratério de Dosagens Hormonais, do Departamento de
Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP—
Universidade de Sao Paulo, sob responsabilidade do Pesquisador Prof. Dr. Claudio
Alvarenga de Oliveira. Realizou-se a andalise das amostras de plasma dos dez animais
tratados com o novo produto (SM-3,2) e dez animais tratados com implante auricular
subcutaneo de progestageno (CON), tanto no primeiro, quanto no segundo periodo

do experimento.

5.2 TESTES DE DISSOLUCAO DE P4 IN VITRO

5.2.1 Local e periodo dos experimentos de dissolugéo in vitro

Foram realizados dois experimentos in vitro no ano de 2022, no laboratoério da
Innovare Biotecnologia e Saude Animal Ltda., em conjunto com a Bioxen Pesquisa e

Desenvolvimento em Medicina Veterinaria.

5.2.2 Amostras

O experimento 1 foi realizado em triplicata, as pecas do dispositivo SM-3,2
(Figura 15) adicionadas em um frasco e submetidas ao teste de dissolugdo, com
emprego de solucdo etanol-agua (60:40 v:v). E no experimento 2, a triplicata foi

submetida ao teste de dissolucdo, com emprego do meio aquoso, com 0,5% de SDS.

Figura 15 — Modelo de silicone contendo 3,2 gramas de progesterona (SM-3,29)

Fonte: Innovare Biotecnologia e Saude Animal Ltda (2023).
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A cavidade central das pecas foi obstruida por um plug de policarbonato e
vedada com adesivo acrilico Loctite®, que é impermeavel a P4, para evitar a liberacéo
da mesma pela face interna da peca, pois essa face praticamente nédo contribui com
a liberacdo de P4 in vivo, mas pode ser significativa para liberacédo no teste in vitro,

uma vez que o meio de dissolucédo tem contato direto com ela.

5.2.3 Delineamento experimental

Para a realizacéo do teste de dissolucédo in vitro, prepararam-se 5 L de cada
um dos dois meios de dissolucéo e, entdo, frascos Schott (com capacidade para 1.000
mL) receberam 700 mL do respectivo meio e foram levados a incubadora aquecida,
com agitacao orbital (120 rpm), até atingirem a temperatura de 38°C.

Ao atingirem a temperatura programada, as amostras de dispositivos foram
submergidas nos respectivos frascos, uma a uma. Decorridos 2 minutos apés a
introducé&o do primeiro dispositivo, coletou-se a primeira amostra, de 2 mL, com pipeta
semiautomatica. A amostra de 2 mL foi dividida em dois vials, de modo a gerar duas
aliquotas de 1 mL. Dois mL do meio foram repostos, imediatamente apds a colheita
da amostra. Repetiu-se este procedimento até que todos os dispositivos estivessem
colocados na incubadora.

Ap6s a colheita das amostras de dois minutos, repetiu-se o mesmo
procedimento nos tempos 2h, 4h, 8h,12h e 24h (D+1), coletando-se amostras de 1
mL, quando, a partir de entdo, nos tempos 48h (D+2), 72h (D+3), 96h (D+4), 120h
(D+5), 144h (D+6), 168h (D+7), 192h (D+8) e 216h, apds a colheita da amostra, ao
invés da reposicdo de 1 mL de meio de dissolugéo, todo o volume do meio foi
renovado a cada 24 h, totalizando ao final da incubacdo, 14 colheitas de cada
dispositivo, para cada meio de dissolucdo. E importante salientar que todas as
amostras colhidas foram acondicionadas sob refrigeracdo e retiradas somente no
momento da quantificacdo por espectrofotometria (absorbancia em comprimento de
onda de 234 a 244 nm).

5.3 TESTE DE QUANTIFICACAO DE P4 RESIDUAL

ApOs a realizagdo dos testes in vivo, os dispositivos SM-3,2, retirados dos

animais no D9, tanto na etapa 1 quanto na 2, foram higienizados em agua corrente,
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colocados em recipiente identificado com o nimero do animal e encaminhados ao
laboratorio para quantificar a P4 residual do dispositivo.

Pesaram-se 2.000 mg da peca picada (Figura 16) e, com auxilio de um funil,
foram introduzidas em um baldo volumétrico de 50 mL com &alcool isopropilico. O baldo
foi levado ao banho ultrassénico (Eco-sonics mod. Q3,8L/40 kHz), por 60 minutos,
para a extracdo total da P4 dos fragmentos de dispositivo. Logo apds, deixou-se
descansar, em temperatura de bancada (22°C = 2°C), por 120 min, voltando-a
imediatamente ao ultrassom sob aquecimento por mais 30 min. Ao final, colocou-se a
amostra na bancada e aguardou-se até o equilibrio de sua temperatura com a do
ambiente. A amostra foi entdo diluida, para que a leitura da absorbancia estivesse
proxima a de 50% da curva-padrdo. Para isso, em um baldo volumétrico de 10 mL
calibrado, colocaram-se 10 mL de solucdo de &lcool isopropilico: agua (60:40),
retiraram-se 25 pL da solucado e acrescentaram-se 25 pL da solucdo de extracdo das
pecas. Logo apés, homogeneizaram-se as amostras e realizaram-se as leituras das
absorbancias em espectrofotbmetro, também em comprimento de onda de 234 a 244
nm (INNOVARE BIOTECNOLOGIA E SAUDE ANIMAL LTDA, 2023).

Figura 16 — Cortes pequenos da peca de silicone do dispositivo SM-3,2g
Base«
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Fonte: Innovare Biotecnologia e Saude Animal Ltda (2022).
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5.4 PREPARO DA CURVA PADRAO PARA OS TESTES IN VITRO E PARA
QUANTIFICACAO DOS TEORES RESIDUAIS DE P4

Para o preparo da curva padréo de P4, utilizada nos testes acima, preparou-se
a solucdo A da seguinte forma. Pesou-se a P4 Padrdao (0,005g), em barco de
pesagem, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL e acrescentou-se a
solucao de alcool isopropilico:agua, na proporcéo de 60:40. Deixou-se por 30 minutos
na cuba ultrassénica a 40°C. Retirou-se e, ao atingir a temperatura do balcao, acertou-
se 0 menisco e homogeneizou-se o baldo. Preparou-se a curva-padrdo em baldes
volumétricos de 10 mL, com auxilio de pipeta de 1000 pL, colocando-se 10 mL de
solugcéo A no baléo, retirando-se o volume a ser colocado de solucdo de P4 e, em
seguida, adicionando-se o volume especificado de solugédo A, para se obterem as

seguintes concentracfes (Quadro 1):

Quadro 1 — Concentrac0es e diluicdes para preparo da curva padrao

Concentracdes Diluicbes

15,0 mcg/mL 1,5 mL de solucéo A e gsp 10 mL de solucdo de diluicdo para curva padrao
10,0 mcg/mL 1,0 mL de solucdo A e gsp 10 mL de solucao de diluicdo para curva padréo
7,5 mcg/mL 0,75 mL de solucdo A e gsp 10 mL de solucdo de diluicdo para curva padrao
5,0 mcg/mL 0,5 mL de solucdo A e gsp 10 mL de solucéo de diluicdo para curva padrao
2,5 mcg/mL 0,25 mL de solucdo A e gsp 10 mL de solucéo de diluicdo para curva padrao
1,25 mcg/mL 0,125 mL de solucdo A e gsp 10 mL de solucéo de diluicdo para curva padrdo

Fonte: Innovare Biotecnologia e Saude Animal Ltda (2023).

Homogeneizaram-se o0s balbes e realizou-se a leitura da absorbéncia em
espectrofotometro, em comprimento de onda de 234 a 244 nm (absorbancia entre
20% e 80%).

Para a quantificacdo de P4 do teste de dissolucgéo in vitro, com emprego dos
meios etanol:agua (60:40) e SDS 0,5%, preparou-se a curva padrdo, como descrito
acima, utilizando-se como diluidor da solugdo A, 0 mesmo meio usado no teste de
dissolugdo. Da mesma forma, também empregou-se o0 mesmo meio do teste de
dissolugcéo para as diluicbes das amostras, quando foram necessarias, para que a

absorbancia das mesmas ficasse entre 20 e 80%.
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Para a quantificacdo do teor residual de P4, utilizou-se solucdo de alcool
isopropilico e agua (60:40), tanto para a diluicdo da solucdo A, quanto para a diluicéo
das amostras, quando necessério, uma vez que toda a extracédo foi realizada em alcool

isopropilico.
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5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados foram analisados com emprego do programa Statistical
Analysis Systems (SAS version 9.4; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). Os mesmos
foram previamente verificados quanto a normalidade dos residuos pelo teste de
Shapiro-Wilk. Os que néo respeitaram a normalidade foram transformados e/ou feita
a retirada de outliers. Os normais ou transformados foram submetidos ao teste de
andlise de variancia (ANOVA). As diferencas entre os tratamentos e tempos foram
analisadas por medidas repetidas no tempo, pela selecdo da melhor matriz (menor
AICC) seguido da observacdo de diferencas entre os grupos, quando significativo,
pelo teste de Tukey-Krammer (PROC GLIMMIX). Os tratamentos foram comparados
em relacdo ao tempo, sendo analisados primeiramente a interagdo, e quando a
mesma nao foi encontrada foram analisados os efeitos isolados de tratamento e/ou
tempo. Os dados foram apresentados em forma de média e erro padrdo da média.
Foi também realizado o teste de correlacdo (PROC CORR) entre os tratamentos (in
vitro x in vitro &lcool x in vitro SDS), onde o valor de “r’ representa a forga de correlagéo
entre os tratamentos estatisticamente significantes. Para todas as comparacdes foi

utilizado o nivel de significancia estatistica de 5% (p<0,05).



57

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EXPERIMENTO IN VIVO

Em relacdo aos resultados de progesterona plasmatica do teste in vivo
realizados desde a implantacéo dos dispositivos nos animais (Oh), até dois dias apos
sua retirada (264h/D11), foi observada interacdo de efeitos de tratamento x tempo
(p<0,0001) (Tabela 1). O grupo SM-3,2 apresentou concentra¢des plasmaticas de P4
maiores que o grupo CON, a partir de duas horas apés a implantacdo, mantendo-se

estavel durante os nove dias apo6s o implante (216h).

Tabela 1 - Média + erro padrdo da média dos valores de progesterona quantificada in vivo (em
ng/mL) nos grupos CON (Controle) e SM-3,2 (Sincromilk), em funcdo de tempo (Oh

a 264h)
TEMPO CON SM-3,2
Oh 0,09+0,009 0,14+0,027¢
2h 0,110,004 0,88+0,111482
4h 0,110,006 0,840,182
8h 0,1+0P 0,98+0,121 ABa
12h 0,1+0,003" 1,1+0,09742
24h (D1) 0,1+0,001P 1,09+0,09922
48h (D2) 0,1+0,006" 1,1+0,063%2
72h (D3) 0,1+0,006" 0,86+0,09582
96h (D4) 0,11+0,01b 0,72+0,04982
120h (D5) 0,13+0,026" 0,71+0,06582
144h (D6) 0,1+0,009b 0,75+0,06682
168h (D7) 0,14+0,037" 0,72+0,0782
192h (D8) 0,110,012 0,6620,0682
216h (D9m) 0,1+0,007" 0,8+0,07882
228h (DY) 0,11+0,007 0,17+0,049C€
240h (D10m) 0,11+0,009 0,150,032
252h (D10t) 0,09+0,005 0,11+0,014C
264h (D11m) 0,09+0,006 0,11%0,012¢

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

ab |etras mindsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica na linha (tratamento) pelo teste
de médias de Tukey-Krammer (p<0,05); ~B.C letras mailsculas sobrescritas indicam diferenca
estatistica na coluna (tempo)pelo teste de médias de Tukey-Krammer (p<0,05); *m (manha);
*t (tarde)
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O primeiro dado importante dessa tabela € a concentracdo plasmatica de P4,
encontrada no marco inicial do experimento (Oh). Notam-se teores, basais nos grupos
CON e SM-3,2 (0,090,009 e 0,14+0,027, respectivamente), ou seja, a escolha do
protocolo, utilizando-se a PGF2a (Fig. 8) foi efetivo, pois provocou a regressao
luteinica e garantiu a auséncia da fonte enddgena de P4 (PURSLEY; MEE;
WILTBANK, 1995), evitando-se realizar a ovariectomia dos animais (VAN WERVEN
et al., 2013), para que assim, apds o estudo, 0s mesmos continuem normalmente nas
linhas reprodutiva e produtiva da propriedade.

Ainda de acordo com a tabela anterior, é possivel observar que a média das
concentracdes plasmaticas de progesterona, nos animais tratados com o novo DIV de
3,29, quintuplicou, partindo de 0,14 ng/mL para 0,88 ng/mL em apenas duas horas
apos a insercdo dos implantes. Varios autores tém demonstrado grande oscilacdo de
P4 na espécie bovina, tanto em animais implantados, quanto nos que nao possuem
fonte exdgena do esteroide; no entanto, todos eles evidenciam o aumento na
concentragdo plasmética, quando utiliza-se o DIV. Robinson, Leslie e Walton (1989),
em estudo realizado com vacas holandesas ovariectomizadas, mostraram que a
concentracdo plasmatica média de P4 pré-implantacéo era de 0,6+0,06 ng/mL e apos
24 horas, com o DIV, alcancavam valores médios de 3,68+0,25 ng/mL. Em outro
estudo com animais ovariectomizados, utilizando-se dispositivos intravaginais,
observaram-se concentragbes maximas de aproximadamente 5 ng/mL de
progesterona ja apds 2 horas da implantacdo (UEHLINGER et al., 1995). Animais
zebuinos igualmente ovariectomizados também apresentaram picos do esteroide
circulante poés-implantacdo entre 5 — 6 ng/mL entre 1-3 h (BO; BARUSELLI,
MARTINEZ, 2003) e, mais recentemente, as concentracdes plasméaticas de P4, em
vacas holandesas ovariectomizadas e ndo lactantes, apresentaram picos de 4 a 5
ng/mL também poucas horas apos a insercao do DIV (VAN WERVEN et al., 2013).

Uma das caracteristicas interessante desses implantes é que eles sédo capazes
de proporcionar esse aumento abrupto nas concentracdes plasmaticas de P4 e
manté-las elevadas por varios dias, até que eles sejam removidos. O comportamento
da concentracdo plasmética de P4, nos animais de ambos os grupos, em funcéo de

tempo, durante os 11 dias do experimento in vivo, € apresentado no grafico 1, a seguir.
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Graéfico 1 — Concentracao plasmatica de progesterona em animais do Grupo CON (Controle) e SM-3,2
(Sincromilk), em funcdo de tempo (Oh a 264h)
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Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).
Legenda: roxo (tracejado) representa os animais implantados com o novo dispositivo (SM-3,2) e preto

0s animais do grupo controle (CON).

Constata-se neste grafico, o pico de P4 plasmético, apds 12 horas de insercéo
do DIV (1,1+0,097 ng/mL), que se manteve por dois dias (1,1+0,063) e, s6 a partir de
72 horas (D3), € que comecou a declinar (0,86+0,095 ng/mL), permanecendo
constante até o nono dia de tratamento (0,80+0,078 ng/mL), ou seja, o dia de retirada
do implante.

Esses valores mesmo baixos, em animais dessa categoria, ou seja, vacas
leiteiras em lactacao, ciclicas, sem CL e implantadas, aparentam ser normais (LIMA
et al., 2009; BISINOTTO et al., 2015). Em outro estudo, com animais da mesma raca
e categoria, de alta producao leiteira (média de 45 kg/dia) e implantados com DIV
novos ou usados, apresentaram concentracdes plasmaticas de 0,77+0,05 e 0,90+0,05
ng/mL, nas trés primeiras horas pos implantacéo, e concentracdo média de 0,78+0,04
ng/mL(novo) vs. 0,67£0,04 ng/mL (usado), durante tratamento de sete dias (CERRI,
et al., 2009), ou seja, os resultados ficaram préximos dos deste experimento, com
valores médios de 0,86 ng/mL, tanto nas trés primeiras horas, quanto nos demais dias
de tratamentos (216h/D9m), o que também corroborou com a média de 0,7+0,1 ng/mL,

encontrada no plasma bovino, quando utilizado um DIV de 0,75g de P4, durante um
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periodo de dez dias de tratamento, em vacas holandesas néo lactantes (SILVA et al.,
2021). Entretanto, diferiu dos resultados encontrados por Uehlinger e colaboradores
(1995), onde vacas pardo-suicas ovariectomizadas e implantadas, alcancaram
concentragdes proximas de 2 ng/mL, durante os seis dias de tratamento e de vacas
holandesas, também castradas, com 2,5 e 3,0 ng/mL, no sétimo dia apds a
implantacdo (VAN WERVEN et al., 2013), e proximos de 2 ng/mL, no décimo e 1,7
ng/mL, no décimo primeiro dia, apds a implantacdo do DIV (ROBINSON; LESLIE;
WALTON, 1989). J& em vacas zebuinas, também castradas, observaram-se
concentracdes entre 2 e 3 ng/mL, que permaneceram constantes durante oito dias de
tratamento (BO; BARUSELLI, MARTINEZ, 2003). Em novilhas Friesian, foram
encontrados valores médios de 5,6 ng/mL, pico de 8,7 ng/mL em poucas horas ap6s
implantadas, e 2,5 ng/mL na remoc¢do do mesmo (MACMILLAN et al., 1991). Mais
recentemente, vacas holandesas nao-lactantes e implantadas com DIV, contendo
diferentes teores de P4 (entre 0,5 g e 2,0 g), apresentaram picos entre 1,6+0,1 e
2,9+0,2 ng/mL e médias das concentracBes plasméticas entre 0,7+0,1 e 1,6+0,1
ng/mL, durante dez dias de tratamento (SILVA et al., 2021).

Apos a ultima colheita sanguinea (216h/D9m), no presente estudo, 0os animais
implantados apresentaram concentracao plasmatica média de 0,8+0,078 ng/mL. Doze
horas apés a remocédo do DIV (228h/D9t), houve queda brusca nessa concentracao,
com valores encontrados nesse momento de 0,17+0,049 ng/mL, com queda para
0,11+0,012 ng/mL, dois dias apds (264h/D11). Isto quer dizer que nao diferiram dos
valores no tempo 0Oh, ou seja, com das concentracdes plasmaticas do pré-tratamento
(0,14+0,027). Isto ocorre por que a meia-vida da progesterona na espécie bovina é de
aproximadamente 30 minutos (MILLER et al., 1963), assim, apés a retirada de
implantes, em poucos minutos as concentragbes de P4 vao a niveis considerados
basais (ROBINSON; LESLIE; WALTON, 1989; RATHBONE et al., 1998).

Apoés a retirada dos DIV (D9m), os mesmos foram higienizados em agua
corrente, colocados em recipiente, identificados, encaminhados ao laboratorio para
quantificar a P4 residual dos dispositivos e o0s valores encontrados estao

apresentados a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2 — Peso dos silicones contendo 10% de Progesterona, P4 residual (em %) e P4 liberada
(em g e em %) pelos dispositivos utilizados em cada animal, no experimento in vivo

Peso do P4 residual P4 liberada P4 liberada

Animal silicone (em %) (em g) (em %)
12210 30,40 8,87 0,344 11,31
12243 31,20 9,63 0,115 3,7
12247 31,00 9,3 0,218 7,03
12545 30,60 8,85 0,318 10,39
12811 30,80 8,5 0,462 11,5
12883 30,60 8,74 0,386 12,61
13056 30,80 9,55 0,138 4,5
13108 31,20 9,67 0,104 3,33
13554 30,60 8,31 0,517 16,89
13620 30,60 9,06 0,288 9,4
13733 30,60 8,6 0,43 14,05
13855 30,80 8,28 0,53 17,2
14053 . . . .
14272 30,80 8,61 0,43 13,96
14395 30,80 8,75 0,385 12,5
14488 31,00 8,58 0,44 14,21
14592 30,80 8,72 0,394 12,8
14986 30,80 8,33 0,516 16,75
14989 30,80 8,48 0,522 15,2
15015 30,60 7,88 0,648 21,02
Média 30,78 8,7742 0,3693 12,018
EPM 0,0481 0,1111 0,0338 1,100

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).
Legenda: 14053 — nimero do animal que perdeu DIV no dia que antecedeu sua retirada.

Observa-se que a P4 liberada pelos DIV contendo 3,2g, variou entre 3,33%
(0,104g) e 21,02% (0,648g), quantidade insuficiente para manter o0s teores
plasmaticos acima de 1 ng/mL, ap6s 72 horas de tratamento com o dispositivo (0,86
+0,095) — Tabela 1, contrariando estudos de Macmillan e colaboradores (1991), onde
dispositivos contendo 1,9g de P4 liberaram em torno de 50% do esteroide, e outros
DIV que liberaram 1/3 da P4 total (RATHBONE et al., 2002a), alcangcando
concentragdes plasmaticas proximo de 5 ng/mL (MACMILLAN et al., 1991).

De acordo com Wiltbank e colaboradores (2014), concentragfes insuficientes
de progesterona, durante o crescimento do foliculo ovulatério comprometem o
desenvolvimento dos foliculos e ndo evitam a ovulacdo do FD.

No entanto, no presente estudo, mesmo liberando em média apenas
12,018+1,100% da P4 contida no DIV, somente um animal tratado (n® 12545), com o



62

SM-3,2 apresentou ovulacédo de seu FD (no D4), diferente do que foi observado em
estudo recente, com vacas também holandesas, porém, ndo lactantes, utilizando-se
DIV, com diferentes teores de P4 (até 1,55g), onde na primeira fase do experimento,
0 motivo de exclusdo de 20% dos animais foi baseado na auséncia do FD e presenca
de CL entre o DO e D7 e, em uma segunda fase, mais 1/3 dos animais retirados
apresentavam foliculo ovulado entre DO e D5 (SILVA et al., 2021), ou seja, essa baixa
P4 liberada, contrariou de certa forma a afirmacao de Rathbone et al. (2002), de que
o fator carga de P4 no DIV intercede diretamente na liberagdo e manutencdo das
concentracfes plasmaticas. Além disso, os animais 12243, 13056, 13108, tratados
com DIVs que liberaram pouca progesterona, apresentaram foliculo dominante de
12,5x13,7mm, 18x18,4/11,3x15,5e 14,9x17,8/13,5 x 15,8 mm, e concentracdes
plasméticas meédias entre o DO e D9m de 0,81 ng/mL, 0,77 e 0,52 ng/mL,
respectivamente, ou seja, tinham o FD presente até o momento da retirada dos
implantes.

Mesmo a liberacdo da P4 pelo implante sendo relativamente baixa, uma relagao
interessante encontrada foi que esses mesmos animais, quando categorizados na
Classe — 1 (com alta producao e acima da mediana - 51L/dia) e na Classe - 2 (também
de alta producéo, no entanto, abaixo da mediana - 51L/dia), quando submetidos a
diferentes tratamentos (CON x SM-3,2), apresentaram efeito da interacdo tratamento

x classe de producéo de leite (p=0,003) (Tabela 3).

Tabela 3 - Média * erro padrao da média da concentracdo de progesterona plasmatica (em
ng/mL), em animais da Classe — 1 (producéo leiteira acima da mediana — 51L/dia)
e Classe - 2 (produgéo leiteira abaixo da mediana — 51L/dia) submetidos aos
tratamentos CON e SM-3,2

PRODUC}AO LEITEIRA CON SM-3,2

Classe - 1 0,11+0° 0,61+0,0482
Classe - 2 0,10+0° 0,73+0,0442
TOTAL 0,10+0° 0,670,032

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

ab |etras minlsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica na linha pelo teste de médias de
Tukey-Krammer (p<0,05); AB letras mailsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica na
coluna pelo teste de médias de Tukey-Krammer (p<0,05).

Os animais tratados com a fonte exdgena de P4 e que produziam uma maior
quantidade de leite (Classe - 1) apresentaram aumento na concentracao plasmatica

do esteroide (0,61+0,04 ng/mL), porém, menor do que nas vacas da Classe - 2
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(0,73+0,04 ng/mL). Note-se que, independentemente da classe, as vacas do presente
estudo produziam, em média, 52 L/dia (aproximadamente 50 kg/dia) e esses
resultados muito se assemelham aos do estudo realizado com animais da mesma
raca, leiteiros (producdo média de 45 kg/dia) e tratados com a fonte exdgena de P4,
onde foram observadas concentracées meédias de P4 entre 0,67+0,04 e 0,78+0,04
ng/mL (CERRI et al., 2009), ou seja, mesmo com a eficiéncia produtiva leiteira um
pouco menor, os resultados sao similares ao deste estudo (0,67+0,03).

A priori, a teoria de que a diferenca entre as concentracdes plasméticas de P4
em diferentes classes de vacas, como por exemplo, holandesas ndo lactantes,
lactantes e lactantes de alta producdo esta relacionada com a ingestdo de matéria-
seca, maior metabolizacdo hepatica, maior producéo leiteira e, consequentemente,
menor teor do esteroide no sangue (RABIEE; MACMILLAN; SCHWARZENBERGER,
2001; SANGSRITAVONG et al., 2002; WILTBANK et al., 2011a). Este fato € bem
aceito ha anos, no entanto, essa oscilacdo da P4 plasmética no estudo, pode ser
respaldada pela teoria proposta por De Ziegler (1995), denominada como “Efeito da
Primeira Passagem Uterina”, na qual sugere-se que parte da progesterona
administrada por via vaginal em mulheres, transite pelo Utero antes de atingir a
circulacao sistémica. Assim, a utilizacdo desse horménio altamente lipofilico no
sangue venoso da vagina, move-se para as artérias que irrigam o utero, criando uma
distribuicdo preferencialmente uterina (CICINELLI et al., 1998).

Na espécie bovina, dois modelos de distribuicao foram propostos por Mariano
et. al., 2010. O primeiro, onde ocorre distribuicdo parcial da P4 administrada por via
vaginal para o Utero, sem atingir a circulacao sistémica (mecanismo de contra corrente
entre veias e artérias do Utero e vagina) e apenas uma parte do esteroide administrado
por essa via atinge a circulacéo sistémica por via direta, e o segundo supde-se que a
P4 no utero pode se mover de volta para a circulacdo sistémica, enquanto somente
uma fracao dela liberada pelo DIV o atinge diretamente. Os modelos indicaram que
somente entre 5 e 30% da progesterona liberada da inser¢do intravaginal atinge
diretamente a circulacéo sistémica e, o restante sofre o efeito de primeira passagem
uterina (sistema porta uterino), que mostrou-se ainda mais significativa em vacas de
alta producédo (37,15+6,27L/dia) , ou seja, o aumento do fluxo sanguineo nesses
animais poderia concomitantemente produzir aumento do “efeito de primeira
passagem uterina”, reduzindo, consequentemente, a quantidade de progesterona

disponivel para atingir a circulacao sistémica (MARIANO et al., 2010). Assim, os teores
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plasmaticos de progesterona circulante podem influenciar a absorcdo do esteroide,
oriundo do implante, ja que dependera da concentracdo do horménio entre a veia e
artéria uterina. Deste modo, as vacas com maiores concentracfes de P4 absorveriam
menos hormdnio da cavidade vaginal (MARIANO et al., 2010) e também maiores
concentracfes da P4 local, ou seja, no Utero, ndo acarretaria mudancas plasmaticas
(CICINELLI, 2008).

6.2 TESTES IN VITRO

Resultados das analises laboratoriais dos testes in vitro:

A quantidade de P4 acumulada, em funcéo de tempo, segundo o meio de
dissolugdo utilizado (ALC-60% ou SDS-0,5%) nos testes in vitro, esta apresentada na
Tabela 4. Nao houve interacdo entre meio utilizado e tempo (p<0,05), sendo

significativos os efeitos de meio (p<0,0001) e de tempo (p<0,0001).

Tabela 4 - Média + erro padrao da média da quantidade de progesterona acumulada in vitro
(em mg), utilizando-se dois diferentes meios de dissolucédo, ALC-60% (Alcool - 60%)
e SDS-0,5% (Dodecil Sulfato de Sédio — 0,5%), em funcédo de tempo (0,33h &4 216h)

TEMPO ALC-60% SDS-0,5% MEDIA
0,33h 33,93+0,382 6,64+0,32° 20,28+6,11N
2h 300,69+5,32 120,07+4,57° 210,38+40,51M
4h 443,31+22 184,34+9,68° 313,82+58,08"
8h 646,287,772 281,3615,76 463,82+81,71K
12h 776,69+18,532 352,18+11,37° 564,44+95,427
24h 1143,99+21,612 543,4+3,11° 843,69+134,65'
48h 1585,95+24,554 838,94+4,31P 1212,44+167,41H
72h 1919,94+31,592 1051,3+7,49° 1485,62+194,77¢
96h 2207,72+37,292 1259,56+10,15° 1733,64+212,72F
120h 2439,4+37,392 1438,66+15,08° 1939,03+224,5EF
144h 2596,42+36,612 1619,36+19,91° 2107,89+219,27°
168h 2688,47+38,482 1777,33+23,2° 2232,9+204,73°¢
192h 2756,36+39,082 1924,75+26,46° 2340,56+187,158

216h

2815,66+39,442

2066+25,61°

2440,83+168,944
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MEDIA 1596,77+153,162 961,71+109,04°

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

ab |etras minUsculas sobrescritas indicam diferencga estatistica na linha pelo teste de médias de
Tukey-Krammer (p<0,05). ABCDEFRGHIIKLMN |etras mailsculas sobrescritas indicam diferenca
estatistica na coluna pelo teste de médias de Tukey-Krammer (p<0,05).

No tempo 0,33h (2 min) a P4 liberada pelo DIV contendo 3,2 g, no meio alcool
foi de 33,93+0,38 mg, enquanto no meio SDS foi de 6,64+0,32 mg. Apos duas horas,
foram quantificados 300,69+5,3 mg de P4 no alcool e 120,07+4,57 mg no SDS, e
depois de um dia, o valor no SDS (543,4+3,11) foi menos da metade do que no ALC-
60% (1143,99+21,61). O interessante nesses primeiros tempos € que a liberacdo da
P4 no meio surfactante além de ser menor, foi similar aos resultados de P4 liberadas
por dispositivos contendo 1g (499,10+24,48) e 1,639 (518,30+30,83) de P4 em meio
alcoodlico (PIMENTEL et al., 2017).

Ao final das 216h, o dispositivo de 3,2g, liberou 2815,66+39,44 mg de P4 no
meio alcool e 2066+25,61 no Dodecil Sulfato de Sédio.

No grafico abaixo (2), é ilustrada a quantidade de progesterona acumulada nos

dois meios de dissolugcéo, em funcao de tempo, citada na Tabela 1.

Grafico 2 — Comportamento da progesterona liberada e acumulada in vitro (em mg) em dois meios de
dissolucdo (ALC-60% e SDS-0,5%), em funcdo de tempo (0,33h a 216h)

3000

2500

2000

1500

mg de P4

1000

500

0 50 100 150 200 250

Horas

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023). )
Legenda: laranja (tracejado) representa o meio de dissolu¢édo SDS-0,5% e verde o meio ALCOOL-60%.
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A porcentagem acumulada de P4 liberada do silicone (de um total de 3,2g) em
funcdo de tempo (0,33h até 216h), segundo os meios de dissolucéo, é apresentada
na tabela 5. Foi possivel observar a interacdo meio x tempo (p<0,0001), além dos
efeitos isolados de meio (p<0,0001) e tempo (p<0,0001). Nota-se que a interagdo s6
foi significativa devido ao fato de os dados néo diferirem estatisticamente no tempo
0,33h.

Tabela 5 - Média + erro padrdo da média da porcentagem de progesterona acumulada in vitro,

em cada intervalo e acumulada em dois meios de dissolugdo (ALC-60% e SDS-
0,5%), ao longo dos tempos (0,33h & 216h)

TEMPO ALC-60% SDS-0,5% MEDIA
0,33h 1,06+0,01 0,21+0,01 0,64+0,19N
2h 9,38+0,152 3,75+0,14° 6,57+1,26M
4h 13,830,052 5,760,31° 9,8+1,81"
8h 20,17+0,22 8,79+0,19b 14,48+2 55K
12h 24,25+0,622 11,01+0,37° 17,63+2,98’
24h 35,7+0,62 16,98+0,11° 26,34+4,19'
48h 49,5+0,672 26,22+0,16P 37,86+5,21"
72h 59,92+0,882 32,85+0,26P 46,39+6,076
96h 68,9+1,052 39,36+0,34P 54,13+6,62F
120h 76,13+1,052 44,96+0,5P 60,55+6,99F
144h 81,04+1,062 50,61+0,63P 65,82+6,83P
168h 83,91+1,15? 55,54+0,73P 69,73+6,37C
192h 86,03+1,172 60,15+0,83" 73,09+5,828
216h 87,88+1,192 64,56+0,79° 76,2245 254
MEDIA 201,12+19,112 147,57+11,14P

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).

ab Jetras minUsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica na linha pelo teste de médias de
Tukey-Krammer (p<0,05). ABCDEFRGHLIKLMN |etras mailsculas sobrescritas indicam diferenca
estatistica na coluna pelo teste de médias de Tukey-Krammer (p<0,05).

Na tabela acima, observa-se que em apenas 2 horas a solugéo alcéolica foi
capaz de extrair quase 10% da progesterona total impregnada no silicone, enquanto
no SDS essa porcentagem foi alcangcada proximo de 10 horas de imersédo. Apos quatro
dias (96h), 39,36+0,34% da P4 foi liberada do silicone pelo meio SDS e
68,9,13+1,05% pelo Alcool 60%, valor proximo ao 69,9% quantificado de um DIV

contendo 10% de P4, utilizando-se o0 mesmo meio de dissolu¢cdo. No ultimo dia de
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analise (216h), liberaram-se, no meio SDS, 64,56+0,79% de P4, e no meio alcool 60%,
87,88+1,19%, corroborando com 89,1% de P4 liberado no ultimo dia de teste (96h) de
um DIB® (PIMENTEL et al., 2017).

No grafico 3, observa-se a porcentagem de progesterona acumulada segundo

o0 meio de dissolucdo em funcdo de tempo.

Gréafico 3 — Porcentagem de progesterona acumulada segundo meio de dissolucdo (ALC-60% e SDS-
0,5%), em funcéo de tempo (0,33h a 216h)
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Fonte: Guilger-Gonzaga (2023). )
Legenda: laranja (tracejado) representa o meio de dissolu¢édo SDS-0,5% e verde o meio ALCOOL-60%.

A gquantidade de progesterona liberada, em cada intervalo avaliado do estudo
in vitro, apresentou efeito de interacdo de meio x tempo (p<0,0001). Os efeitos de
meio (p<0,0001) e tempo (p<0,0001) também foram significativos, tanto para os
resultados absolutos quanto os relativos (Tabela 6), apresentando-se maior no meio

alcoolico nos dez primeiros periodos avaliados (até 120h), e no SDS nos seguintes.
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Tabela 6 - Média + erro padrdo da média da quantidade de progesterona liberada in vitro (em
mg e em porcentagem), em cada intervalo de tempo, em dois meios de dissolu¢do

(ALC-60% e SDS-0,5%), em funcéo de tempo (0,33h & 216h)

TEMPO ALC-60% % SDS-0,5% %
0-0,33h 33,93+0,382 1,06+0,012 6,64+0,32° 0,21+0,01°
0,33h - 2h 266,774,922 8,32+0,142 | 113,43+4,27°  3,54+0,14°
2h - 4h 142,62+3,412  4,45+0,112 | 64,27+8,69° 2,01+0,28°
4h - 8h 202,97+6,52 6,330,192 | 97,02+4,03°  3,03+0,12°
8h - 12h 130,41+26,27 4,07+0,83 70,83%5,75 2,21+0,18
12h — 24h 367,31+39,58% 11,46+1,212 | 191,22+10,17° 5,98+0,31°
0 = 24h 1143,99+21,61*  35,7+0,62 543,4£3,11°>  16,98+0,11°
24h - 48h 441,96+4,22  13,79+0,112 | 295,54+4,8°  9,24+0,15°
48h - 72h 333,99+11,49% 10,42+0,35% | 212,37+3,96° 6,64+0,13°
72h - 96h 287,78+62 8,98+0,182 | 208,25+3,09°  6,51+0,1°
96h - 120h 231,69+4,79% 7,230,162 | 179,14#5,11° 5,6+0,17°
120h - 144h  157,02+12,45 4,9+0,4 180,71+10,06  5,64+0,31
144h - 168h 92,05+6,78° 2,87+0,21° | 157,97+3,36% 4,94+0,112
168h - 192h 67,89+2,2° 2,12+0,07° | 147,42+3,68% 4,61+0,112
192h - 216h 59,29+1,41° 1,85+0,05 | 141,25+5,222  4,42+0,162

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).
ab |etras minlsculas sobrescritas indicam diferenca estatistica na linha pelo teste de médias de
Tukey-Krammer (p<0,05).

Na tabela acima (6), constata-se que houve maior liberacdo de P4,
independente do meio, nas primeiras 24 horas de teste, na qual foi 1143,99+21,61 mg
(35,7%) no ALC-60% e 543,4+3,11 mg (16,98%) no meio surfactante.

Até o intervalo de tempo entre 96 — 120h a porcentagem de P4 liberada no
meio alcéolico sempre foi maior, a partir de entdo, o cendrio se inverteu, ou seja, a
porcentagem do esteroide encontrada no surfactante se tornou maior e manteve-se
diariamente liberando entre 4 e 5% de P4 até o ultimo intervalo de tempo (192h -
216h), provavelmente pelo fato de 76,13% da P4 do implante ja ter sido extraida no
meio alcodlico nesse periodo (96 - 120h) (Tabela 5).

A liberacdo da progesterona (em mg) a cada 24h, nos meios ALC-60% e SDS-
0,5%, respectivamente, em funcéo de tempo (24h & 216h), € ilustrada no grafico a

sequir (4).
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Grafico 4 — Valores totais de progesterona liberada in vitro (em mg), a cada 24 horas, no meio de
dissolucdo (ALC-60% e SDS-0,5%

144h 168h

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023). )
Legenda: laranja (tracejado) representa o meio de dissolu¢éo SDS-0,5% e verde o meio ALCOOL-60%.

O perfil de liberacgéo in vitro ilustrado no grafico acima, € tipico de sistema de
distribuicdo do tipo matriz, com uma liberacao relativamente maior no inicio do teste,
seguida por um periodo de lentidao, principalmente no meio surfactante (WEISS et
al., 2019).

No gréfico 5, apresenta-se a quantidade de P4 liberada por cm? de area, em
funcao da raiz quadrada do tempo, do dispositivo, nos diferentes meios de dissolucéo.

Gréafico 5 — Quantidade acumulada de progesterona liberada por cm? em fungdo da raiz quadrada do
tempo, conforme os meios de dissolucdo; e os coeficientes angulares (slopes)

12000
10000 y =905,79x + 6,0215
8000
6000 y =543,38x - 326,41
R?=0,9959
4000
2000
0
0 2 4 6 8 10 12
-2000
Qt = K, t'/2

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023). )
Legenda: laranja (tracejado) representa o meio de dissolu¢édo SDS-0,5% e verde o meio ALCOOL-60%.
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No presente estudo, os novos dispositivos de 3,2 g e de area superficial de
248,8cm? (valores corrigidos considerando-se as duas unidades de silicone com P4),
utilizados nos testes de dissolugéo in vitro nos meios ALC e SDS, seguiram o modelo
matematico de Higuchi (Qt = Knt?), ou seja, a quantidade de P4 liberada por cm?
ocorreu em funcéo da raiz quadrada do tempo (HIGUCHI, 1961; BUNT et al., 1997),
fornecendo assim, uma reta com seus coeficientes angulares (slopes)
correspondentes a sua liberacdo (RATHBONE et al., 2002a).

O coeficiente angular no meio alcodlico foi de 905,79, enquanto no surfactante
foi de 543,38 ug/cm?/tY2, Esse slope obtido do ALC-60% encontra-se mais proximo do
1.228 ug/cm?/t¥2 encontrado pela equipe de Bunt (1997) e do 1.300 ug/cm?/t¥2 obtidos
de um dispositivo de PCL com 10% de P4 (RATHBONE et al., 2002a), no qual
utilizaram o mesmo meio de dissolugéo.

Apesar de constatar-se no grafico 5 que as retas possuem padrédo semelhante,
o slope € bem menor no meio SDS. Partindo-se do principio que os DIV possuem a
mesma superficie de contato e concentracéo de P4, o meio € o responsavel por esse
coeficiente angular ser diferente. Isto se deve principalmente a diferenca de
solubilidade da P4 em cada um destes meios de dissolu¢do. Segundo Bunt et al.,
1997, a solubilidade da P4 em alcool:agua (60:40) é de 25 mg/mL, enquanto em meio
SDS 0,5% é de 0,872 mg/mL (DAVID FRIEND, informacao pessoal).

6.3 CORRELACAO “IN VITRO-IN VIVO”

Na Tabela (7), estdo apresentadas as correlacdes entre os testes in vitro nos
dois diferentes meios de dissolucdo (ALC-60% e SDS-0,5%), e também as

correlagdes in vitro x in vivo, considerando-se os dois meios de dissolucao.

Tabela 7 — CorrelacGes entre os testes de dissolugao in vitro nos dois diferentes meios, entre
o teste in vitro (ALC-60%) e o experimento in vivo e, entre o teste in vitro (SDS-
0,5%) e 0 experimento in vivo

VARIAVEIS r P

Teste In vitro ALC-60% x Teste In vitro SDS-0,5% 0,99281 <0,0001
Teste In vitro ALC-60% x Experimento In vivo 0,78895 0,0115
Teste In vitro SDS-0,5% x Experimento In vivo 0,8158 0,0073

Fonte: Guilger-Gonzaga (2023).
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A correlacdo entre os dois testes in vitro, independentemente de tempo, €
positiva, muito forte (r = 0,99281) e pode ser respondida pela Equacdo de Higuchi,
ilustrada no gréfico 5, na qual observamos retas similares, mas com os coeficientes
angulares diferentes, ou seja, os meios, durante a realizagéo do teste de dissolucao,
se comportam de forma semelhante.

A segunda e terceira correlacbes entre o teste in vitro, realizado com meio
alcodlico e o experimento in vivo; e teste in vitro realizado com meio surfactante e o
teste in vivo, também sao positivas (r = 0,78895 / r = 0,8158, respectivamente).
Entretanto, o teste realizado com SDS-0,5% apresentou correlacdo mais forte com os
resultados in vivo (r = 0,8158) do que a obtida com o meio alcodlico.

Entre o quarto e nono dia de andlise in vitro, a libera¢éo da P4 no meio alcodlico
variou entre 7,23+0,16% e 1,85+0,05 % em cada intervalo de tempo, enquanto no
meio SDS essa variacao ficou entre 5,64+0,31% 4,42+0,16 (tabela 3), ou seja,
menores. Essa liberacdo mais uniforme pode ser associada com o0s valores
encontrados no experimento in vivo, o qual também apresentou aumento das
concentragbes plasmaticas de P4 nas primeiras 48h, e apds o terceiro dia (72h)
apresentou platd nas concentracdes de P4 até o momento que antecede a retirada do
DIV (216h) dos animais implantados. Observou-se assim, melhor correlacéo entre o
teste in vitro com SDS e 0 experimento in vivo.

Esse agente solubilizante de valor acessivel, muito utilizado na area laboratorial
da biologia molecular como desnaturante em géis de eletroforese, e que auxilia na
guebra das estruturas secundarias e terciarias das proteinas e na sua separacao
(ZHANG et al., 2005; DOSUNMU et al., 2020), também é soltvel em agua (HEJAZI,
ERFAN; MORTAZAVI, 2013), e sua estrutura assemelha-se as moléculas de
fosfolipidios de membrana, com por¢do hidrofilica e outra hidrofébica, o que lhe
confere diminuir a tensdo superficial de solucbes aquosas, além de permitir a
interacdo com moléculas de 4gua e de outras substancias, (SINGER; TJEERDEMA,
1993; JAFARI et al., 2018), 0 que parece ser uma vantagem para utiliza-lo em testes
de dissolugéo.
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7 CONCLUSOES

O novo implante intravaginal (SM-3,2) proporciona, in vivo, teores plasmaticos
de progesterona superiores a 1 ng/mL, nas 48h iniciais, mas, ndo é capaz de manté-
los por nove dias (periodo de uso). Mesmo assim, foi eficaz em inibir a ovulacdo dos

foliculos dominantes e sincronizar a onda folicular dos animais tratados com o DIV;

Esse novo implante intravaginal de P4 (SM-3,2) libera de forma homogénea e
sustentada o hormonio, obedecendo a equacao de Higuchi, tanto pela técnica padréo
de andlise por dissolucdo, em solucdo etanol-agua desionizada (ALC-60%), quanto
pela técnica utilizando-se Dodecil Sulfato de Sédio 0,5% (SDS-0,5%) como meio de

dissolucéo in vitro.

O coeficiente angular (slope) do SDS, indicativo da velocidade de liberagao da
progesterona contida no DIV, é menor do que o slope encontrado no meio ALC e
parece mimetizar melhor o ambiente fisiolégico das vacas, tornando-o boa opc¢ao

como meio de dissolucao para o teste in vitro.

Ha correlacgdes in vitro-in vivo, tanto para o teste de dissolugdo em alcool:agua
(60:40), quanto para a solucdo aquosa 0,5% de SDS. No entanto, o teste realizado
com SDS-0,5% apresentou correlacdo mais forte com os resultados in vivo (r =

0,8158) do que a obtida com o meio alcodlico (0,78895).
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